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Mit 10 Abbildungen im Text. 


Das Problem der Entstehung von Indikan aus Indol ist seit den 
Arbeiten von Ja/ffé (1), Wang (2), Hervieux und Porcher (3), Bene- 
dicenti (4) und Masson (5) der Lésung nicht naiher gekommen. Jaffé 
findet 27°, des verfiitterten Indols als Indikan wieder. Wang, der 
sich sehr griindlich mit dem Problem der Indikanentstehung  be- 
schaftigt, gibt an, daB héchstens bis 45,7°% des verabreichten Indols 
als Indikan ausgeschieden werden. Noch die im Jahre 1929 erschienene 
Arbeit von Olivet (6) hebt diesen bemerkenswerten Indolschwund hervor, 
der nach ihm noch groBer ist als bei Ja//é und Wang, indem er feststellt, 
daB bei Hunden vom intravenés verabreichten Indol héchstens 15°% 
als Indikan ausgeschieden werden. Man nahm an, dab der gréBte Teil 
des Indols im Organismus ganz abgebaut wird. Bei der Wichtigkeit, die 
die Stammsubstanz der Indolkérper und des Tryptophans in der nor- 
malen und pathologischen Physiologie spielt [Becher (7)], scheint es 
uns von Interesse, eine Neubearbeitung des Problems zu unternehmen, 
um so mehr, da wir unlangst methodische Neuerungen (8) bekannt- 
gegeben haben, die einerseits die Indikanbestimmung im Serum er- 
leichtern, andererseits Mangel aufdeckten, die den bisherigen Harn- 
indikanbestimmungsmethoden anhaften und bei der Beurteilung der 
Indol-Indikanbilanz namhaft in die Waagschale fallen. 


Der Weg, der vom Indol zum Indikan fiihrt, wurde eigentlich 
theoretisch festgelegt, indem man den Weg vom Indikan zum Indol 
zuriickkonstruierte. Das Indikan liegt beim Menschen hauptsachlich als 
Indoxylschwefelsiure vor, die aus dem Harn als Kaliumsalz isoliert werden 
kann. Das Indol wird namlich an der f-Stelle im Ring zu Indoxyl 
oxydiert und dann mit Schwefelsiure gepaart, um ausgeschieden zu 
werden. Der Zwischenstoff Indoxyl wurde unseres Wissens nach noch 
nicht direkt nachgewiesen, er ist als Zwischenprodukt nur vorausgesetzt 
worden. Unser erstes Ziel war, dieses Zwischenprodukt zu erfassen. 
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Das Indoxyl ist seinem chemischen Charakter und Aufbau nach ei), 
Phenol, und es ist daher zu erwarten, daB es einige charakteristisch 
Reaktionen der Phenole gibt. Wir stellten uns Indoxyl, ausgehend von 
Phenylglycin-o-carbonsiure, durch Alkalischmelze her und setzten es 
mit Schwefelsiure unter strengem SauerstoffausschluB frei. Auf di: 
Herstellung des kristallinischen Indoxyls verzichteten wir wegen de: 
Schwierigkeit der Darstellung; eine leichte Oxydation der Indoxy! 
lésung ist auch bei sorgfaltigem Arbeiten nicht zu vermeiden, es bildet 
sich immer ein wenig Indigoblau. Diese Indoxyllésung gibt nun die von 
Benedict und Theiss (9) angegebene Phenolreaktion mit diazotiertem 
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p-Nitranilin. Wir versuchten nunmehr nachzuweisen, ob bei Ein- 
verleibung groBer Indolmengen neben dem Anstieg des Serumindikans 
nicht auch ein Anstieg der Blutphenole stattfindet, den man in diesem 
Falle dem Auftreten von Indoxyl im Blute zuschreiben miBte, da Indo! 
diese Reaktion nicht gibt. Nach der allgemeinen Auffassung erfolgt 
die Oxydation des Indols zu Indoxyl schon in der Darmschleimhaut, die 
Kupplung mit Schwefelsdure soll erst in der Leber stattfinden. Wahr- 
scheinlich findet aber die Oxydation des Indols zum groBen Teile auch 
in der Leber statt, und nach allerdings vorliufig nicht kontrollierten 
Angaben von Pugioni und Pinelli (10) ist fast jedes lebende Gewebe 
zur Oxydation und Kupplung des Indols befaihigt. Man wird bei ge- 
sunder Leber kaum ein groBes Anwachsen des Indoxyls im Blute er- 
warten kénnen, da die normale Leber freie, aus dem Darmtrakt durch 
die Portalvene kommende Phenole nur ganz minimal in den groBen 
Kreislauf durchla8t. Durch die Einverleibung groBer Indolmengen 
versuchten wir aber diese Lebersperre gleichsam zu iiberrennen, in der 
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Annahme, daB das in groBen Mengen plétzlich zur Verarbeitung kommende 
Indol nicht so schnell zu Indikan umgewandelt werden kann, ohne dab 
ein wenig Indoxyl in den Kreislauf kommt. Die beigefiigte Abb. 1 gibt 
einen der zahlreichen Versuche beim Menschen nach Verabreichung 
von 200 mg Indol per os wieder. Wir ersehen aus der Kurve eine starke 
Zunahme des als gekuppeltes Phenol anzusprechenden Indikans und 
eine geringe, aber deutliche Zunahme der freien Phenole, die in 
diesem Falle 0,58 mg-°% betragt. Die Phenole wurden nach Bohm und 
Griiner (16) bestimmt. Diese Erhéhung kann im 
ersten Moment als sehr geringfiigig erscheinen, 
obwohl ihr Wert auBerhalb der Fehlergrenze der } L 
von uns entwickelten Bestimmungsmethode liegt. y /Blutphenole 
Diese Beobachtung gewinnt durch den Umstand Ps ne ae a 
noch an Bedeutung, daB Pelkan und Whipple (11) 
nach Verabreichung von 500mg _ p-Kresol beim 
Hund eine Zunahme der freien Phenole von der- 
selben GréBenordnung fanden, wie wir nach In- 
dol: etwa 4mg je 1000 ccm Blut, das ist etwa 
0,4mg-%. Lediglich bei einem Versuch, bei dem 
die Autoren die Leberarterien des Versuchstieres 
unterbunden hatten, betrug der Anstieg  iiber Abb. 2. 
I1mg-%. Um die Frage zu beantworten, ob Leber- 

schidigungen bei Indolverabreichung eine Vermehrung des Serum- 
indikans und Indoxyls nach sich ziehen, die iiber das beim normalen 
Tiere gew6hnliche Ma8 hinausgehen, fiigten wir Hunden durch subakute 
Phosphorvergiftung Leberschidigung zu und gaben ihnen danach 
Indo]. Aus der Abb. 2 ist ersichtlich, daB auch hier ahnliche Verhaltnisse 
herrschen, wie in der Versuchsanordnung von Pelkan und Whipple, 
die ihren lebergeschadigten Hunden Kresol verabreichten. Die freie 
und gebundene Phenolmenge im Blute nimmt starker und iiber langere 
Zeit zu als normal. Die Verhaltnisse sind den Versuchen von Pelkan 
und Whipple um so ahnlicher, als auch diese Forscher bei der Phosphor- 
vergiftung eine normale GréBenordnung der Phenolkupplung fanden, 
im Gegensatz zur Chloroformvergiftung. Auch in unserem Falle bleibt 
das Kupplungsvermégen gewahrt, es ist aber verlangsamt, der Prozel 
dauert lingere Zeit, das freie Indoxyl bleibt linger im Kreislauf bis es 
endlich gekuppelt und ausgeschieden wird. Bei einer gestérten Kupplungs- 
faihigkeit miiBte man bei einem Ansteigen der freien Phenole einen prak- 
tisch unverdnderten Gehalt des Serums an gekuppelten Phenolen, also 
an Indikan erwarten. Durch diese Versuche glauben wir den Beweis 
erbracht zu haben, daB der Weg vom Indol zum Indikan tatsachlich 
iiber das Indoxyl geht. 














Ist somit festgestellt, daB ein Teil des Indols, der von Wang 
im besten Falle mit 45° des verabreichten Indols angenommen wird, 
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zu Indikan wird, so erhebt sich nunmehr die Frage, was mit dem nicht 
als Indikan ausgeschiedenen Indol geschieht. Diese Frage ist bis heute 
ungelést. Lediglich bei Hamsik (12) findet sich ein Satz, auf Grund 
dessen man annehmen kénnte, daB das im Darmtrakt gebildete Indo! 
teilweise zu Indoxyl oxydiert und als Indikan ausgeschieden wird. 
wihrend ein anderer Teil durch Seitenkettenanlagerung zu _ Indol- 
B-Essigsaure verwandelt und mit Glykokoll als Indolacetursaure aus- 
geschieden wird. Dieser gewiB sehr interessanten Méglichkeit wider- 
spricht aber die klinische Erfahrung, daB verstarkte Indikanreaktion 
im Harn und positive Uroroseinreaktion als Zeichen des Vorhandenseins 
von Indolacetursaéure in der Mehrzahl der Falle nicht parallel verlaufen. 

Der Frage, was aus dem nicht oxydierten Teil des Indols wird, 
gilt unsere weitere Untersuchung. Da wir bei der Ausarbeitung 
unserer Harnindikanbestimmungsmethode nachgewiesen haben, dab 
die bisher iibliche Bleiessigfaillung des Harns zu namhaftem Indikan- 
schwund fiihrt, muBten wir mit der verbesserten Methode zuerst die 
Frage nach der GréBe der Indikanausscheidung nach Indolverabreichung 
neuerdings erértern. Wir setzten “unsere Versuchspersonen iiber einige 
Tage auf eine Standarddiat, die wesentlich Vegetabilien, also weder 
KiweiB noch Milchprodukte enthielt. Nachdem die durchschnittliche 
Tagesindikanausscheidung so festgestellt worden war, bekamen die 
Versuchspersonen 1000 mg in méglichst wenig Alkohol gelésten Indols 
durch die Magensonde. Diese Menge Indol verursachte weder bei 
unseren Versuchspersonen noch in zahlreichen Eigenversuchen die ge- 
ringsten Beschwerden. Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, kann man 
hinsichtlich der Indikanausscheidung zweierlei Typen feststellen: bei 
dem einen Typus betragt die Tagesausscheidung bei eiweiBfreier Kost 
unter 30 mg, beim anderem Typus tiber 30 mg. Nach der Zulage von 
1000 mg kann man diese Typen noch erkennen, indem der zweite Typus 
nie weniger als 30° des verabreichten Indols als Indikan ausscheidet. 
Dieser Typus ist in unserem Material der haufigere. 


Tabelle I. 





Standard- Indikanaus- Mehr | °/. Indol 
: ausscheidung scheidung nach meohr- | o, Ando 
Patient | bei Dit 1000 mg Indo] ausscheidung | zu Indikan 
verwandelt 
mg mg mg 


pen ee 30 592 562 26,2 
ee, 34 612 578 27 
Oo Ree ee ees 21 903 882 41,2 
_ Neer 65 1028 963 45 
mee 53 1232 1179 51 
So 834 772 36,1 
LS RES ESS Rene 55 956 901 42,1 
Sees 958 881 41,2 
ere Se 932 845 39,5 
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Wir sehen also, da vom Indol nach peroraler Verabreichung im 
besten Falle 50°, als Indikan ausgeschieden werden. Da Olivet (6) an- 
gibt, daB bei intravenéser Verabreichung beim Hund sogar nur bis 
15% des Indols als Indikan ausgeschieden werden, kontrollierten wir 
die Indikanausscheidungsverhaltnisse nach intravenéser Indolverab- 
reichung beim Kaninchen. Indol wurde von Klein und Mahler (13) in 
anderem Zusammenhang bis zu 25 mg an Menschen intravenés verabreicht, 
ohne daB die Autoren irgendwelche Schaden gesehen hatten. Fiir Bilanz- 
versuche ist diese Indolmenge jedoch recht gering, da ja der Mensch 
schon bei eiweiBfreier Kost oft mehr als das doppelte dieser Menge 
ausscheidet. Mehr Indol zu geben schien uns aber nicht ratsam; daher 
wahlten wir als Versuchsobjekt das Kaninchen. Nach der intravendés 
verabreichten Dosis von 10mg bekam das Tier kurzdauernde Krampfe, 
bei 18 mg Indol einen Anfall von starken klonischen Krampfen, die etwa 
5 Minuten dauerten. Danach erholte es sich aber vollstandig und ist 
bis heute gesund. Aus diesem Grunde konnten wir die Versuchsdosis 
nicht iiber 20 mg Indol intravenés steigern. Aus der Tabelle I] kann 
man unsere Resultate ersehen. 


Tabelle II. 





. 0}, ( 
Standard- Indikan- Mehr- =e Rae wl 
ausscheidung mg Indol ausscheidung  ausscheidung : ‘ 
: intrayenis (100 = totale 
Nr. | mg mg mg Ausscheidung) 


Kaninchen | 


3,4 5 30 26,6 248 
1,6 10 53 51,4 240 
18 55,5 53,3 138 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB das Kaninchen intravenés 
verabreichtes Indol bis 18 mg vollstaéndig ausscheidet. Wir vermuten, 
daB fiir jedes Individuum eine Grenzdosis von Indol existiert, die voll- 
standig als Indikan ausgeschieden werden kann; die Defizite in der 
Indolbilanz treten erst oberhalb dieser Dosis auf. Beim Kaninchen 
scheint diese Dosis um 40 bis 50 mg Indol zu liegen. Eigenartig ist die 
auBerordentlich groBe Mehrausscheidung in unseren Versuchen: es 
wurde in allen FaJlen mehr Indikan ausgeschieden, als dem verabreichten 
Indol entspricht. DaB es sich aber nicht um eine Depotausschwemmung 
handelt, wissen wir von Olivet (6), der nachgewiesen hat, daB fiir das 
Indikan im Organismus keinerlei Speicherungsméglichkeiten bestehen. 
Wir verwendeten zu unseren intravenésen Injektionen Indollésungen, 
die uns von der A.-G. Norgine in Prag in liebenswiirdiger Weise zur Ver- 


fiigung gestellt worden waren und die auch von Klein und Mahler ver- 


wendet wurden. In diesen Lésungen ist als Vehikel fiir das Indol Leci- 
thin (Boehringer) beigemischt. Es ist unwahrscheinlich, daBb nach 
Lecithinverabreichung eine Zunahme der Indikanausscheidung auftritt, 
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wenigstens tritt nach 1 g Lecithin Merck, peroral, keine Vermehrung 
der Indikanausscheidung auf. Vorderhand ist uns der Grund diese! 
iiberschiissigen Reaktion nicht bekannt. 

Was geschieht nun mit dem nicht als Indikan ausgeschiedenem 
Indol? Es sind drei Méglichkeiten vorhanden: 

1. Das Indol wird als Indolacetursiure ausgeschieden; 2. das 
Indol wird in einer bisher noch nicht bekannten Form ausgeschieden 
und 3. das Indol wird vollkommen abgebaut. 

Um feststellen zu kénnen, ob Indol als Indolacetursaure, das ist 
als Indolacetylglykokoll ausgeschieden wird, bestimmten wir bei einer 
Versuchsperson. die 8 Tage lang die oben erwahnte Diait bekam, die 
taglich ausgeschiedene Indikanmenge und das ausgeschiedene Gesamt 
glykokoll, also das Glykokoll der Hippursiure und eventuell andersartig 
ausgeschiedenes Glykokoll. Die Diaét wurde noch insofern geandert. 
als auBer EiweiB auch keine Friichte und Gemiise gegeben wurden. 
die Versuchsperson erhielt lediglich Mehlspeisen (ohne Marmelade!). 
Die normale Indikanausscheidung betrug bei dieser Diét 77 mg 
pro Tag, die Glykokollausscheidung, berechnet nach dem Aminosiure- 
stickstoff, etwa 210 mg. Nach einer Zulage von 1000 mg Indol stieg 
die Indikanausscheidung, wobei 41 °% des verabreichten Indols wieder- 
gefunden wurden, die Glykokollausscheidung blieb aber unverandert. 
Auf Grund des Ergebnisses kann man wohl behaupten, daB das nicht 
als Indikan ausgeschiedene Indol nicht als Indolaceturséiure ausge- 
schieden wird. Die Bestimmung des Gesamtglykokolls wurde unter 
Beriicksichtigung der Angabe Guggenheims (14) iiber die bessere Ather- 
léslichkeit der Indolaceturséure in mit Ammonsulfat geléstem Harn in 
Anlehnung an die Hippurséurebestimmungsmethode von Bezndk (15) 
folgendermaBen vorgenommen: 


. 


. Harn wurde mit Ammonsulfat gesattigt und 20 ccm des Filtrats mit 
40cem Ather in der Schiittelmaschine 1 Stunde extrahiert. Der Ather 
wurde nach Zugabe von 10cem Wasser auf dem Wasserbad abgedampft. 
und der Riickstand nach Zugabe von 1 ccm Schwefelséure 3 Stunden bei 
2,5 Atm. im Autoklaven erhitzt. Die erkaltete Lésung wurde, um iber- 
fliissige VolumenvergréBerung zu vermeiden, erst mit konz. Lauge, dann 
mit verdiinnter Lauge bis zur Rosafarbung mit Phenolphthalein versetzt 
und mit 1 Tropfen n/10 Schwefelsiure wieder entfirbt. Nach Filtration 
wurde im MeBkélbchen auf 25 cem aufgefiillt und der Aminosaurestickstoftf 
in 10cem der Losung nach der von uns angegebenen Methode (16) bestimmt. 


Weitere Untersuchungen zeigten nunmehr, daB das Indol aufer 
als Indikan in einer bisher noch nicht bekannten Form ausgeschieden 
wird: nach peroraler Indolverabreichung tritt im Urin die Thormdlen- 
sche (17) Reaktion auf. Es ist uns bisher trotz aller aufgewandten Miihe 
nicht gelungen, den dieser Reaktion zugrunde liegenden Stoff zu isolieren 
und seine Zusammensetzung zu bestimmen. Uber diese und iiber die 
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Konstitution des Stoffes kénnen vorderhand nur Vermutungen ausge- 
:prochen werden. Aus diesem Grunde entfallt auch die bilanzmaBige 
quantitative Erfassung und Bestimmung des Stoffes; seine Ausschei- 
dungsverhaltnisse sind aus der Abb. 3 ersichtlich, in der die Starke der 
Thormalenschen Reaktion in Extinktionen der blaugriien Lésung, ge- 
messen mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer, eingetragen ist. Uber 
die Ausfiihrung dieser Reaktion siehe Teil II. 

Aus der Tabelle III ist ersichtlich, daB die Thormdlensche Reaktion 
nur vom Indol, 7-Methylindol, Indol-f-Brenztraubensiure und dem 





300 
2 
250 
£25 ++ +f P44 - 4 
4200 


| Thormilensche heaktion 
ee ada Saad wal Sa Rea | 


a & gs 


& 
S 


Harnindican —a 
%S we 
BD 
| 
3 


Durese 












































n 





Abb. 3. 


Pyrrol gegeben wird. Daf im Thormdlen-positiven Urin keine der vier 
ersten Verbindungen vorkommen kann, kann folgendermaBen bewiesen 
werden: der im Urin vorkommende Stoff ist im Gegensatz zu diesen 
Verbindungen weder im Vakuum noch mit Wasserdampf fliichtig. 
Des weiteren sind folgende Unterschiede vorhanden: Indol, 7-Methyl- 
indol geben in schwach alkalischer Lésung mit 1 bis 2 Tropfen einer 
frisch bereiteten 2 %4igen Lésung von naphthochinosulfonsaurem Natrium 
eine rotviolette Farbung, die sich in Chloroform rosarot lést. Fihit 
man diese Reaktion im Urin nach Verabreichung dieser Stoffe durch, 
also bei positiver T'hormdlenscher Reaktion, so erhalt man eine blaue 
Farbe, die in Chloroform unléslich ist. 

DaB im Urin auch kein Pyrrol vorhanden ist, kann noch wie folgt 
nachgewiesen werden: Nach Verabreichung von 0,5cem Pyrrol an 
ein Kaninchen gibt die Uroroseinreaktion im Urin eine olivgriine Farbe, 
die mit der Zeit stark nachdunkelt. Der entstehende Farbstoff ist in 
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Tabelle 
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Verbindung 


Indol 


Indol-a-Carbonsaure 
Pyrrol 


Pyrrol-a-Carbonsaure 


Pyrrolin 


Pyrrolidin 


Pyrrolidin-a-Carbon- 
saure (d- u.d,l-Prolin) 
a-Methylindol 
8-Methylindol 
7-Methylindol 
N-Methylindol 


N-Methylindol- 


a-Carbonsaure 
Dioxindol 


Isatin 


Indoxy] 


Indol-8-Essigsiure 
Indol-8-Propionsaure 


Indol--Capronsiure | 


Indol- 


8-Brenztraubensaure 


Schuchardt, synth.) 


Thormadlensche Reaktion 


Nitroprussid 
+ NaOH 


violett 


rotlich 
rotviolett 


gelb 


gelb 


gelb 


gelb 


gelb 
ohne Reaktion 

violett 
ohne Reaktion 


ohne Reaktion 


CH,COOH 


blau 


entfarbt 


griin, dann blau, 
nach Stehen 
violett 


entfarbt 


entfarbt, dann 
violett bis blau- 
violett 


entfarbt 


entfarbt 
entfarbt 


blau 


dunke braunrot dunkelolivgrin 
(léslich in Amylalkohol) 


braunrot 


tiefblau 


entfarbt 


tiefblau 


(unléslich in Chloroform 
und Amylalkohol 


negativ 


rasch ver- 


| blassendes Rot 
Indikan (Merck und || 


negativ 


blaugriin 


Urinbefund nach peroraler 
Verabreichung 


rot blau, griin 
blaugriin 
negativ 


wie Indol 


negativ 
rot griin, 


bald entfarbt 


Kaninchen nac! 
250 mg negatiy 
nach 500 mg 
nach 2 Std. ver 
endet; Blasen 
harn rotgriin 


negativ 


negativ 
negativ 
wie Indol 
rot gelbgriin, 
nach 2 Std. 
grasgrun, spa- 
ter blaugriin 


rasch ver- 
schwinden- 
de griine 
Farbe 
rot gelbgriin, 
dann blaugriin 
negativ 


negativ 


Chloroform unléslich, in Amylalkohol teilweise léslich. Stellt man diese 
Reaktion mit einer Pyrrollésung an, so bekommt man eine dunkel- 


braunrote Farbe, die bald schén dunkelrot wird. 


Versetzt man den 
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Urin mit dem Obermeyerschen Reagens, so erhalt man eine braune 
Farbe, wahrend in einer Pyrrollésung eine dunkelrote Farbe entsteht. 
Die Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium ist bei alkalischer 
Reaktion im Urin negativ; man bekommt eine braune Farbe, wie immer, 
wenn diese Reaktion im Harn negativ ausfallt, wahrend man mit einer 
Pyrrollésung eine violette Farbe erzielt, die in Chloroform mit kirsch- 
roter Farbe (ahnlich dem CO-Hamoglobin) léslich ist. Die Rose-E xton- 
sche Reaktion ist im Urin negativ, Zusatz von konzentrierter Salpeter- 
saure laBt im Urin eine dunkelgriine Farbe entstehen, die in Chloro- 
form unléslich ist. 

DaB die Thormdlensche Reaktion auch von der Indol-f-Brenz- 
traubenséure gegeben wird, ist von Elilinger (18) angegeben worden. 
DaB es sich aber in unserem Falle nicht um diese Verbindung handelt, 
beweist die Atherunléslichkeit des die Thormélensche Reaktion gebenden 
Stoffes gegeniiber der Indolbrenztraubensdure; auBerdem gibt Urin 
auch nicht die fiir die Indolbrenztraubenséure charakteristische Re- 
aktion mit p-Nitrophenylhydrazin, dagegen nach Indolgabe die Uro- 
roseinreaktion in einer Farbténung, die gewisse Ahnlichkeit mit der 
Uroroseinreaktion der Indolbrenztraubenséure hat. In diesem Falle 
reagiert aber im Urin das Indikan, das durch Salzsiure und Nitrit iiber 
eine rotviolette Farbténung zur blauen Farbe des Indigos oxydiert 
wird. 

Uber das Wesen des die Thormdlensche Reaktion verursachenden 
Stoffes wurde schon 6fters diskutiert. 1. Weiss (19) halt den Stoff 
fiir Indol oder Indolearbonsaure. Die Griinde, warum es sich nicht um 
Indol handeln kann, sind oben dargelegt, es kann sich aber auch nicht 
um die Indolcarbonsiure handeln, da die Indol-x-Carbonsiure die 
Reaktion nicht gibt Um die Indol-8-Carbonsaure diirfte es sich wegen 
der eigenartigen Stellung der f-substitutierten Indolderivate bei der 
Ausscheidung auch nicht handeln Eppinger (20) halt diesen Stoff, der 
sich auch bei Melanosarkom im Urin befindet und bei dieser Krankheit 
von Thormdlen aufgefunden wurde, entweder fiir eine Methylpyrrolidin- 


oxycarbonsaure oder fiir ein Tryptophanderivat. Aus unserer tabellari- 


schen Zusammenstellung ist aber ersichtlich, da das Substrat der 
Thormdlenschen Reaktion wohl der Pyrrolring ist, daB aber zum Zu- 
standekommen der Reaktion dieser Pyrrolring nicht substituiert sein 
darf. Nur das Pyrrol und diejenigen Indolderivate, deren Pyrrolring 
nicht mit anderen Gruppen besetzt ist, geben die Thormdlensche Re- 
aktion in ihrem klassischen Ausfall; sie wird weder von den Methyl- 
derivaten, noch von der Saure und Ketoabkémmlingen des Indols, deren 
Pyrrolring substituiert ist, weder von Pyrrolearbonséuren, noch vom 
Pyrrolin und Pyrrolidin gegeben. Da auBerdem die Abspaltung des 
Pyrrolringes vom Benzolring nicht sehr wahrscheinlich ist, nehmen wir an, 
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daB der der Thormdlenschen Reaktion zugrundeliegende Stoff kei 
Pyrrolidinderivat ist. 

Firth und Kaunitz (21) sprechen die Vermutung aus, daB es sic/ 
bei der Thormdlenschen Reaktion im Urin bei Melanosarkom um eine: 
Stoff handelt, der dem 5, 6-Dioxyindol nahesteht. Diesen Stoff hai 
Raper (22) isoliert. Er entsteht nach Einwirkung von Tyrosinase aut 
Tyrosin. Der im Urin nach Indolverabreichung vorkommende Stoft 
der die Thormdlensche Reaktion bedingt, hat nun viel Ahnlichkeit mit 
dem Stoff, der von den oben erwahnten Forschern aus dem Urin bei 
Melanosarkom isoliert wurde. Er ist, wie dieser, durch das Hopkinssche 
Reagens fallbar, ist léslich in Wasser und Methylalkohol, unléslich i: 
Ather und mit diesem aus der methylalkoholischen Lésung fiallba: 
Die Substanz ist auBerst leicht zerflieBlich und verwandelt sich beim 
Stehen an der Luft in ein schwarzes Ol, ebenso wie die Substanz aus 
dem Harn bei Melanosarkom. Die blaugriine Farbe der Thormdlenschen 
Reaktion nach Indolgabe kann geradeso wie bei Eppinger durch metalli 
sches Zink in eine blauviolette verandert werden. [ppinger fand weiter, 
daB die aus dem Harn bei Melanosarkom isolierte Substanz wahrschein- 
lich als Atherschwefelsiiure ausgeschieden wird, er stellte eine Erhéhung 
der Atherschwefelsiuren im Urin fest. Dies steht mit dem Be- 
fund von Wang in bestem Einklang, der angibt, daB nach Indolgabe 
weniger Atherschwefelsiure ausgeschieden wird, als dem verabreichten 
Indol entspricht, wohl aber mehr, als dem ausgeschiedenen Indikan 
entspricht. Es mu8 also neben dem Indikan noch ein Indolderivat im 
Urin erscheinen. Wang vermutet darin ein Ketoindol. 

Nach intravenéser Verabreichung des Indols an Kaninchen fanden 
wir die Thormdlensche Reaktion immer negativ. Da Kaninchen Indol- 
mengen bis zu IS mg mit Leichtigkeit ausscheiden, nehmen wir an. 
daB es zur Bildung des die Thormilensche Reaktion gebenden Stoffes 
erst dann kommt, wenn der Organismus mit der angebotenen Indol- 
menge nicht fertig werden kann. Dies kann einerseits bei allzu groBe1 
Indolzufuhr eintreten, z. B. im Versuch, andererseits bei pathologische: 
Veranderung des Leberparenchyms. Vielleicht ist beim Melanosarkom 
die Leber spezifisch so geschadigt, da Stérungen im Indolhaushalt ein- 
treten. Fand doch Eppinger, daB nach der Verabreichung von Trypto 
phan an Kranke mit Melanosarkom die Thormdlensche Reaktion im 
Urin sehr stark wird, wahrend normalerweise das Tryptophan retiniert 
und verarbeitet wird. Eingehende Untersuchungen iiber den Indol 
stoffwechsel bei Melanosarkom stehen noch aus. 

Als Zusammenfassung des ersten Abschnitts unserer Arbeit kann man 
also feststellen: Es scheint eine individuell verschiedene Grenzdosis von 
Indol zu existieren, unterhalb welcher das Indol quantitativ als Indikan 
ausgeschieden wird. Oberhalb dieser Dosis wird nur ein Bruchteil des 
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lndols als Indikan ausgeschieden, beim Menschen nach oraler Ver- 

reichung gréBerer Indolmengen héchstens 50%. AuBer als Indikan 
wird das Indol als ein heute noch nicht identifizierter Stoff ausgeschieden. 
der héchstwahrscheinlich ein am Benzolring veradndertes Indolderivat 


darstellt und dem von Raper isolierten 5, 6-Dioxindol nahezustehen 
scheint. Dieser Stoff ist gegen Oxydation geradeso empfindlich wie 
5, 6-Dioxindol, das Raper nur als 5, 6-Methoxyindol isolieren und syn- 


thetisch darstellen konnte und von dem er angibt, daB es von Eisensalzen 
oxydiert wird, wobei eine der Thormdlenschen Reaktionsfarbe ahnliche 
srune Farbe entsteht. 

Il. 

Diese Beobachtungen haben uns dazu gefiihrt, das Problem der 
Physiologie der Indolkérper einer Neubearbeitung zu unterziehen. 

Mit dem breiteren Problem der Indikanentstehung befaBte sich schon 
Wang, der die Beobachtung machte, das nach Indoleinverleibung zwar mehr 
Atherschwefelsauren im Urin ausgeschieden werden als dem zugleich aus- 
geschiedenen Indikan, aber weniger als dem verabreichten Indol ent- 
spricht. Schon er nahm an, da am Indolring wohl noch eine Oxydation 
stattfinden mu, die aber an einem anderen Ort als an der /-Stelle angreift. 

Austfiihrlich beschaftigten sich mit dem Problem der Indikanentstehung 
aus Indolverbindungen Porcher und Hervieux und besonders Benedicenti. 
Auf Grund ihrer Beobachtungen schlossen die Autoren, da Indikan nur 
aus solchen Indolderivaten gebildet wird, deren CH-Gruppe im Pyrrolring 
nicht alkylsubstituiert ist. Sind diese Gruppen alkylsubstituiert, so ent- 
stehen statt Indikan Vorstufen roter Farbstoffe. 

Eine auBerordentlich interessante und in ihrer physiologischen Be- 
deutung bisher noch gar nicht gewiirdigte Beobachtung machte am Ende 
des vorigen Jahrhunderts Hoppe-Seyler (23). Er fand, daB nach Verab- 
reichung von o-Nitrophenylpropiolsiure neben einer Albuminurie und 
Glykosurie eine starke Indikanausscheidung eintritt, sowohl bei Hunden als 
auch bei Kaninchen, wobei die Substanz fiir Hunde viel toxischer ist als fiir 
Kaninchen. Diese Arbeit scheint der Aufmerksamkeit iiberhaupt entgangen 
zu sein, da man sie in den bekannten Lehrbiichern der Biochemie nicht 
zitiert findet. Vergegenwartigt man sich dabei, daB heute noch gelehrt wird, 
da®B der Organismus zur Synthese des heterocyclischen Ringsystems nicht 
befahigt ist, wie das z. B. noch bei Lichtwitz (24) zu finden ist, so mul 
darauf hingewiesen werden, daB eine solche Synthese schon im Jahre 1883 
bekannt gegeben wurde. 

In letzter Zeit beschaftigten sich Howssay (25) und seine Mitarbeiter mit 
diesem Problem. Da diese Autoren zu Resultaten gelangten, die weder mit 
den bisherigen Anschauungen iiber die GesetzmaBigkeiten der Indikan 
entstehung noch mit unseren Befunden im Einklang stehen, miissen wir uns 
mit diesen Arbeiten naher beschaftigen. Die Autoren arbeiteten an nephrek- 
tomierten Hunden, denen die entsprechenden Substanzen intraven6s ver- 
abreicht wurden. Trat nunmehr nach 8 Stunden eine Indoxylimie tibet 
3,05 mg pro 1000 (= 0,3 mg-°%,) im Mittel bei den Tieren auf, so nahmen die 
Autoren an, daB der injizierte Stoff ein Indikanbildner ist, da sie voraus- 
setzen, daB die Indikanaimie (Indoxylamie der Autoren) normalerweise nicht 
iiber 2 mg-%, in 12 Stunden steigt. Sie nehmen also eine Konstanz der 
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Indikanproduktion beim unbelasteten Tier an. Nun bemerkte schon Wa; 
und Oliver bestatigte es unlingst, dai die Indikanproduktion beim Hun 
auch bei gleichmaBiger Diat eine inkonstante Gr6éBe ist und zwischen 5 und 
15mg pro Tag schwankt. Wir kénnen dies auch fiir das Kaninchen | 
statigen. Aus der Tabelle IV ist ersichtlich, daB eine schatzungsmiil! 
gleiche Fiitterung von qualitativ gleichbleibendem Futter verhaltnismaiiy 
starke Schwankungen in der Indikanausscheidung nach sich zieht; aucl 
durch Vorwagen des Futters konnte keine konstante Indikanausscheiduny 
erzielt werden. Endlich bestehen auch individuelle Unterschiede beziiglich dey 
Indikanausscheidung: es gibt sowohl unter Menschen als auch Tieren 
Individuen, die mehr oder weniger Indikan ausscheiden, obwohl sie ait 
gleiche Kost gesetzt sind. Aus diesen Griinden kann das experimente|le 
Vorgehen von Houssay und Mitarbeitern nicht gutgeheiBen werden. Siche: 
wird bei nephrektomierten Hunden, deren Tagesausscheidung an Indikan 
groBer ist, nach 12 Stunden eine starkere Indikanamie eintreten als be: 
Hunden mit geringerer Tagesausscheidung. 


Tabelle IV. 
Kaninchen Nr. | erhalt Kraut und Karatten, schatzungsweise immer gleiche 
Mengen, die iibrigen Tiere 400 g Kraut und 200 g Karotten. Vor dem Versuch 
wurden alle Tiere 14 Tage nur mit Kraut und Karotten ernahrt. 
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Die auf diese, unserer Ansicht nach unrichtige Voraussetzung de 
Konstanz der Indikanbildung im Organismus aufgebaute Versuchsanordnung 
fiihrte auch Houssay und seine Mitarbeiter zu Schliissen, die weder von 
friiheren Untersuchern noch von uns bestatigt werden kénnen, indem sie 
Substanzen als Indikanbildner betrachten, die als solche niemals in Betracht 
kommen kénnen. 


Nunmebr wollen wir uns der Besprechung unserer Experimente 
zuwenden. 


Methodische Bemerkungen. 


Wir verwendeten als Versuchstiere Kaninchen, die langere Zeit auf 
obige Diat gesetzt worden waren. Die untersuchten Verbindungen verah- 
reichten wir peroral mit der Duodenalsonde. Soweit die Substanzen wasser 
unléslich waren, lésten wir sie in méglichst wenig Ather oder Athylacetat 
und gaben den Tieren durch die Sonde noch 50 cem Wasser. Stellten wir im 
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Kaninchenversuch fest, da die Substanz nicht giftig wirkte, so verabreichten 
wir die Halfte der Kaninchendosis an Menschen. Wir verwendeten zu 
unseren Bilanzversuchen hauptsachlich deshalb Menschen, da bei diesen 
die Umwandlung des Indolringes zum Chinolinring, das ist zu Kynuren- 
saure oder Kynurenin} nicht stattfindet, wie dies beim Hund regelmaBig und 
beim Kaninchen unter gewissen Bedingungen eintritt. 

Das Serumindikan (8) wurde in der von uns beschriebenen Weise 
stufenphotometrisch bestimmt, ebenso das Harnindikan (8). Diese Be- 
stimmungsmethode wurde aber spaiter von uns modifiziert und dann fall- 
weise beide Bestimmungsarten benutzt. Wir haben die von uns urspriinglich 
angegebenenen Harnindikanbestimmungen mittels der Rose-Extonschen 
teaktion schon in etwa 1000 Fallen ausgefiihrt und nie ein Versagen der 
Reaktion beobachtet. In der letzten Zeit trat plétzlich eine Reaktions- 
inderung ein, indem sich das Amylacetat nach dem Ausschiitteln nicht 
purpurviolett farbte (max. Ext. bei 857), sondern bei héheren Indikan- 
konzentrationen eine tiefrote, bei geringeren Konzentrationen eine braunlich- 
rote Farbe auftrat (max. Ext. bei 8S. 45), so daB die angegebene Extinktions- 
kurve nicht verwandt werden konnte. Sogleich angestellte Versuche 
ergaben, daB diesem MiBerfolg eine Anderung des Kupferbromids zugrunde 
liegt. Schiittelt man 1 ccm Wasser und 0,1 cem Hexylresorcinlésung und 
3cem des fraglichen Kupferbromids mit 5 cem Amylacetat, so farbt sich das 
letztere hellgelb (L6sung 1). Setzt man weiterhin die Reaktion mit einer 
Testindikanlésung von etwa 10 mg-°, so an, das man anstatt der Kupfer- 
bromidlésung 3 ccm eines 1° igen Obermeyer-Reagens verwendet und 
wieder mit Amylacetat schiittelt, so nimmt dies die gewohnte, richtige 
purpurviolette Farbe an (Lésung 2). Versetzt man nun das abgeheberte 
Amylacetat der Lésung 2 mit einigen Tropfen des Amylacetats der Lésung 1, 
so bekommt man die oben beschriebene MiBfarbe. Dieselbe Erscheinung 
tritt ein, wenn man verdiinntes, eben gelb gefarbtes Bromwasser mit Amyl- 
acetat schiittelt und das Amylacetat der Lésung 2 mit diesem, vom Brom- 
wasser abgeheberten Amylacetat versetzt. Wir glauben daher, da der 
Grund des Versagens der Reaktion der ist, da’ das Kupferbromid in salz- 
saurer Lésung mit der Zeit freies Brom abspaltet, das das Zustandekommen 
der violetten Farbe des Indikanreaktionsproduktes verhindert. 

Um die Reaktion und die Bestimmungsmethode auch in solchen Fallen 
verwerten zu kénnen, wo kein einwandfreies CuBr, zur Hand ist, suchten 
wit nach einer Abanderung der Bestimmungsmethode, bei der kein Kupfer- 
bromid zur Verwendung kommt. Wir verwenden als Oxydationsmittel das 
| °oige Obermeyer-Reagens (1 g FeCl, auf 100 cem konz. HCl). Als Lésungs- 
mittel des gebildeten Farbstoffes kann man aber das Amylacetat nicht ver- 
wenden, da sich darin das FeCl, mit gelber Farbe lést und so die Bestimmung, 
besonders bei geringer Konzentration, durch Eigenfarbe stért. Schiittelt 
man mit Chloroform aus, so erhalt man die bekannte schéne violette Farbe 
(max. Ext. bei S 57), die Lésung fluoresziert aber, so daB man als Extink- 
tionskurve keine Gerade bekommt. Wir verwenden nunmehr als Lésungs- 
mittel Toluol, da sich darin das FeCl, nicht lést und es sich auch von allen 
untersuchten aromatischen Kohlenwasserstoffen am schnellsten von Wasser 
entmischt. Schiittelt man einen Reaktionsansatz mit CuBr, und Toluol, so 
entfarbt sich das Toluol in kiirzester Zeit, eine Farbstoffbildung tritt nur 
voriibergehend an der Grenzschicht Toluol—wisserige Lésung auf. 

Die Reaktion wird nunmehr wie folgt ausgefiihrt: Zu 1 eem Harn gibt 
man 0,1 cem der 0,3°,igen alkohol. Hexylresorcinlésung und 3 ccm des 
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1 °vigen Obermeyer-Reagens. Nach 5 Minuten Stehen werden 5 ecm To! 
zugesetzt und kurze Zeit kraftig geschiittelt. Die Reaktion wird dann 
Photometer unter Vorschaltung des Filters S 57 in der 10- bzw. 5-m: 
Kammer abgelesen. Man mu8 auf vollkommene Klarheit der Lésung be 
Photometrieren peinlichst achten und nur ganz trockene Pipetten 2. 
Fiillung und ganz trockene Kiivetten verwenden. Man kann die Lésiuny 
ruhig auch 12 Stunden stehenlassen, die Extinktion andert sich nicht. EE. 
mu8 so lange abgelesen werden, bis man drei bis vier gleiche Werte erha!t 
Der Indikangehalt wird entweder aus der Extinktionskurve (Abb. 4) al, 
gelesen oder nach der Gleichung c = £.11,65mg-°% berechnet. Dic 
Extinktionskurve ist in der bekannten Weise konstruiert, die Fehlergrenze 
der Methode betragt etwa 4°,. 

Da die die Uroroseinreaktion bedingenden Stoffe wohl nicht imme: 
die gleichen sind und auch nicht immer identifiziert sind, kann diese 
Reaktion nicht quantitativ ausge- 
wertet werden. Um aber iiber die 
Ausscheidung der die Reaktion be- 
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Cis || M17 dingenden Stoffe doch informiert ZU 
ee oe sein, bestimmten wir die Starke 
der Uroroseinreaktion photometrisch 


wie folgt: 


8 cem Harn werden mit 4cem konz 
Salzsiure und mit 0,1 cem 0,5 °,ige) 
NaNO,-Lésung versetzt und die Lé 
sung durchgemischt. Zu der roten 

182 Lésung gibt man 10 cem Amylal 

TEI4E ETE IDNZBWE UW \kohol und schiittelt gut durch. Nach 

Abb. 4 10 Minuten langem Stehen pipettiert 

man 3ccm des Amylalkohols ab, wo- 

zu man moéglichst die oberen Schichten des Alkohols nimmt. Zu diese: 

Menge gibt man nunmehr 2ccm Athylalkohol, worauf sich die Lésung 

klart. Nach eventueller Filtration durch ein kleines trockenes Filter photo 

metriert man die Lésung unter Vorschaltung des Filters S 53 in der 10- ode: 
5-mm-Kiivette. 








Die Starke der Thormdlenschen Reaktion wird ahnlich nur durch die 
Extinktionen angegeben: Zu 4cem Harn kommen 4 Tropfen einer Lésung 
von 5 g Nitroprussidnatrium in 100 cem 2 °,iger Schwefelsdiure, dann 1 ccm 
10°, iger Natronlauge und rasch 2 cem konz. Essigséure. Die griin, griin 
blau oder blau gefarbte Lésung wird unter Vorschaltung des Filters 8 45 
in der 10- oder 5-mm-Kiivette photometriert und der Reaktionsausfal! 
wie bei der Uroroseinreaktion in Extinktionskoeffizienten angegeben. 


Experimenteller Teil. 
Indol. Das Verhalten der Indikanausscheidung nach Indolbelastung 
im Bilanzversuch wurde im I. Teil unserer Arbeit ausfiihrlich besprochen 
Der Ablauf eines solchen Bilanzversuchs ist aus der Abb. 3 zu sehen, im 
Diagramm ist der Ausfall der Thormdlenschen Reaktion in Extinktions 
koeffizienten angegeben. 
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7-Methylindol. Wie aus der Abb. 5 ersichtlich, ist das 7-Methylindol 
in Indikanbildner: aus dem Urin kann nach Verabreichung der Ver- 
indung 7,7’-Dimethylindigo hergestellt werden. Das entsprechende 
indikan kann auch im Serum nachgewiesen werden. In unserem Falle 
betrug die maximale Zunahme des Serumindikans nur 0,39 mg-°%, bei 
wei anderen Versuchspersonen erreichten aber die Serumwerte 0,73 
und 0,64 mg-°%. Die Tagesausscheidung an Indikan betrug bei unserer 
Versuchsperson bei Standarddiat 74,4 mg bei einer Diuresé von 780 ccm: 
nach der Belastung mit 301 mg 7-Methylindol wurden bei einer Diurese 
von 887ccm 228,6 mg Indikan ausgeschieden, es fand also eine 
Mehrausscheidung von 154,2 mg statt. 
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Wie aus der Abb. 5 ersichtlich, tritt im Urin auch die Thormdlensche 
Reaktion auf, die 1 Stunde nach der Verabreichung am starksten aus- 
fallt und nach 6 Stunden zum Ausgangswert abfallt. Das 7-Methyl- 
indol gibt an sich die Thormdlensche Reaktion wie das Indol. DaB es 
sich aber auch in diesem Falle nicht um eine Ausscheidung von freiem, 
unverandertem 7-Methylindol im Urin handelt, zeigt die Reaktion mit 
naphthochinonsulfonsaurem Natrium. 2 bis 3 Stunden nach Ansetzen 
der Reaktion im Urin entsteht eine blaue Farbe, die im Gegensatz zum 
blauen Reaktionsprodukt des unveranderten 7-Methylindols in Chloro- 
form, Amylalkohol, Ather und Amylacetat unléslich ist. 

Die Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium wird wie folgt 


ausgefiihrt: Zu 2 bis 3 cem der zu untersuchenden Lésung gibt man tropfen- 
weise 10 °.iges KOH, so daB die Lésung gerade lackmusalkalisch wird. Nun- 
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mehr versetzt man mit | bis 2 Tropfen einer frisch bereiteten 2°, igen Lésun 
von naphthochinonsulfonsaurem Natrium in Wasser. Ein UberschuB dk 
Reagenzien ist zu vermeiden. 

Wir haben also im 7-Methylindol einen Indikanbildner kennen 
gelernt, aus dem aber auBerdem noch der die Thormdlensche Reaktion 
verursachender Stoff entsteht. 

N-Methylindol. DaB das N-Methylindol ein Indigobildner ist 
wurde zuerst von Benedicenti angegeben. Wir kénnen diese Behauptung 
voll bestatigen. Nach der Ansetzung der Obermeyerschen Reaktion 
im Urin nach Verabreichung des N-Methylindols kann N, N’-Dimethyl- 
indigo isoliert werden. Das eigentiimliche Verhalten des N-Methylindols 
im Organismus ist aber erst bei der Anstellung eines Bilanzversuchs 
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erkenntlich. Obwohl N, N’-Dimethylindigo aus dem Urin dargestellt 
werden konnte und die entsprechende Indikanvorstufe dieses Indigos 
im Serum nach Ansetzung der Indikanreaktion an der eigenartigen 
blauen Farbe erkenntlich gemacht werden konnte, fallt der Bilanz- 
versuch fiir einen indikanbildenden Stoff eigenartig aus; wie aus der 
Abb. 6 ersichtlich ist, ist die Mehrausscheidung minimal. 


Unsere Versuchsperson, die bei Standarddiat 86 mg Indikan aus- 
schied, schied nach der Belastung mit 448,9mg N-Methylindol nur 
101,9mg Indikan aus (also eine Mehrausscheidung von lediglich 9,15 mg), 
wobei die Diurese 1150 und 1156 cem betrug. In einem anderen Versuch, 
in dem mit 429,6 mg N-Methylindol belastet wurde, betrug die Mehr- 
ausscheidung nur 13mg, indem am Vortage 67,4, am Versuchstage 
80,4 mg Indikan ausgeschieden wurden. Uber das Schicksal des fehlenden 
N-Methylindols ist vorderhand nichts bekannt. Aus der Abbildung ist 
auch ersichtlich, daB das Serumindikan praktisch unverandert bleibt. 
die Reaktionsfarbe zeigt aber eine andere blaue Ténung als gewohnlich 
bei Indikan. 
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Die Uroroseinreaktion fallt ahnlich aus, wie nach Indolbelastung, 


die entstehende blaue Farbe wird also vom entstandenen Indigo bedingt. 


Versetzt man den Urin mit dem halben Volumen verdiinnter Salpeter- 
.dure (spezifisches Gewicht: 1,2), so bekommt man eine violette Farbe, 
die sowohl in Amylalkohol als auch in Chloroform unléslich ist, also 
nicht von Indigo herriihrt. Die Reaktion mit naphthochinonsulfon- 
saurem Natrium ist negativ. Bemerkenswert ist das Verhalten des 
Urins beim Ansetzen der Thormdlenschen Reaktion;: der typische Ausfall 
der Reaktion ist nicht zu erhalten. Versetzt man die Harnproben, 
die 2, 3 und 4 Stunden nach der N-Methylindolbelastung gewonnen 
wurden, mit Nitroprussidnatrium und NaOH, so wird das Gemisch 
rot, verfarbt sich aber nach Zusatz von Essigsdure gelbgriin 
und wird nach zweistiindigem Stehen schon grasgriin. In den Proben 
die 6 bis 8 Stunden nach der Belastung gewonnen wurden, verschwindet 
nach Essigséurezusatz die rote Farbe und die Reaktion ist vorderhand 
negativ. Nach 12stiindigem Stehen entsteht aber am Boden des Reagens- 
glases eine griine Schicht, die langsam gegen die Oberflache wachst und 
nach 36 Stunden die ganze Fliissigkeit griin farbt. Nach 48 Stunden 
entsteht in allen Proberéhrchen ein blaugriiner Niederschlag, der in 
Chloroform, Amyl- und Methylalkohol unléslich ist und wohl kein 
Reaktionsprodukt des N-Methylindols darstellt, da er sehr oft auftritt, 
wenn man Proben mit negativer Thormdlenscher Reaktion langere 
Zeit stehen laBt. Der Ausfall der Thormdlenschen Reaktion in diesem 
Falle ist mit ein Grund, warum wir den klassischen Ausfall der T'hor- 
milenschen Reaktion als einen Beweis dafiir ansehen, daB im Organismus 
Indolverbindungen entstehen, deren Pyrrolring an 1., 2. und 3. Stelle 
unbesetzt ist. Indolverbindungen, deren Pyrrolring an diesen Stellen 
substituiert ist, geben die 7’hormdlensche Reaktion in ihrem klassischen 
Ausfall weder in vitro noch in vivo. 


Indoxyl. Die Versuchsperson schied nach der Belastung mit 411 mg 
Indoxyl 299,83 mg Indikan aus, wahrend die Standardausscheidung 
bei Diat 50,8 mg betrug. Es handelt sich also um eine Mehrausscheidung 
von 243,9 mg. 


Dieser Versuch kann aber nicht als Bilanzversuch ausgewertet werden, 
da das Indoxylpraparat, fiir dessen kostenlose Uberlassung wir dem Haupt- 
laboratorium der I. G. Farben in Ludwigshafen a. Rh. auBerst verbunden 
sind, nicht aus reinem Indoxyl bestand. Bei der Lieferung des Priparates 
wurde dasselbe als 79 °,ig bezeichnet. Da wir aber unseren Bilanzversuch 
erst einige Zeit nach Erhalt ausfiihrten, war der Indoxylgehalt des Praparate= 
durch Luftoxydation noch geringer geworden, auBerdem ist die Oxydation 
des auBerst empfindlichen Indoxyls auch wahrend der Manipulationen im 
Versuch nicht zu vermeiden. Nehmen wir an, da das endlich verabreichte 
Praparat 60°, Indoxyl enthielt, so wurden bilanzmaBig 53,5 °, des Indoxyls 
als Indikan ausgeschieden. . 


Biochemische Zeitschrift Band 290. 11 











F. Bohm: 


Die Uroroseinreaktion fallt wie nach Verabreichung von Indol aus. di: 
Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium ist negativ. Wichti; 
ist der Umstand, daB die Thormdlensche Reaktion negativ ausfallt 
ein Zeichen dafiir, daB das Indoxyl gleich mit Schwefelsiure gekuppel: 
als Indikan ausgeschieden wird. (Setzt man die 7’hormdlensche Reaktion 
in einer frisch bereiteten Indoxyllésung an, so tritt nach Alkalisierung der 
mit Nitroprussidnatrium versetzten Lésung sofort eine Oxydation zu 
Indigo ein.) Im Indoxyl haben wir also einen weiteren Stoff kennen 
gelernt, der wohl ein Indikanbildner ist, aber den die Thormdlensche 
teaktion verursachenden Stoff im Harn nicht erscheinen laBt. 

Indoxylsdure. Die Indoxylsiure nimmt eine interessante Stellung 
zwischen den indikanbildenden Indolderivaten und den an «-Stelle 
substituierten Abkémmlingen ein. Die Oxydationsfaihigkeit der fii 
das Indoxyl charakteristischen C—OH-Stelle la8t wohl leicht Indikan 
entstehen, gleichzeitig wird aber auch ein an der «-Stelle veranderte- 
Produkt ausgeschieden. Da das Praparat, das wir ebenfalls dem Haupt- 
laboratorium der I. G. Farben verdanken, noch weitgehender oxydiert 
war als das Indoxylpraparat, kann dieser Versuch ebenfalls nicht als 
Bilanzversuch gewertet werden. Nach der Verabreichung des Praparats 
(700 mg) trat eine Mehrausscheidung an Indikan von nur 19mg auf. 
Diese geringe Mehrausscheidung betrachten wir als Zeichen einer ver- 
mehrten Indikanbildung, da bei unseren iibrigen Versuchen, bei denen 
keine Indigobildner verwendet wurden, die Indikanausscheidung am 
Versuchstage die Standardausscheidung nie tberschritt, sondern fast 
immer unter deren Wert blieb. Die Serumindikanwerte zeigen in diesem 
Versuche, im Gegensatz zur Indoxylverabreichung, keine Erhéhung. 
Nach Ansetzung der Uroroseinreaktion trat eine intensiv dunkelrote 
Farbung auf, die in Amylalkohol léslich war und nicht von Indikan 
herriihrte, da sie auch nach langerem Stehen nicht blau wurde und in 
Chloroform immer unléslich war. Uber die Identitat des der Reaktion 
zugrunde liegenden Stoffes ist vorderhand nichts bekannt. Die Rose- 
Extonsche Reaktion und die Thormdlensche Reaktion waren im Harn 
immer negativ. 

Auf Grund seiner Experimente gibt Benedicenti (4) noch folgende 
Indolverbindungen als Indikanbildner an: N-Methylindolin, 5-Methyl- 
indol und «-Naphtholindol, also Verbindungen, deren Pyrrolring an 
2. und 3. Stelle unbesetzt ist. Auf Grund unserer Erfahrungen sprechen 
wir die Vermutung aus, da8 nach der Verabreichung des 5-Methylindols 
im Urin auch die Thormdlensche Reaktion auftritt. 

2-Methylindol. Die Versuchsperson, deren Standardindikan- 
ausscheidung 31,2 mg betrug, schied nach der Belastung mit 300 mg 
a-Methylindol 30,6 mg Indikan aus, die Diuresen waren 1370 cem und 
1468 cem. Dabei blieb das Serumindikan, abgesehen von einem Wert von 
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12 mg-°%, 2 Stunden nach dem Mittagessen, praktisch immer untet 
1.05 mg-°%. Die Thormdlen sche Reaktion war stets negativ. Die Uroro- 
seinreaktion ergab eine sattorangegelbe Farbe, deren Starke derjenigen 
ler Rose-Extonschen Reaktion parallel ging. Schiittelt man diese orange- 
velbe Lésung mit Chloroform, so lost sich ein Teil darin mit rosa Farbe, 
ler Hauptteil ist aber in Amylalkohol mit orangegelber Farbe léslich. 
Versetzt man den Urin mit konzentrierter Salzsaure, so erhalt man eine 
rosa Farbe, die in Chloroform unléslich, in Amylalkohol mit gelber 
Farbe maBig léslich ist. Kocht man den Urin mit dem Obermeyerschen 





i des roten Harnkorpers be/ S53 
MG Rose-Exton Reaktion) 





+—+—~——--— i —~1 —1 4-4-1 


i 
7 
nl 
U 
° 
s 
S 
RS 
S 











S) 
= 
SFosooc ooo 


& 


Reagens, so fairbt er sich prachtig weinrot bis rotviolett. Dieser Farb- 
stoff ist in Chloroform unléslich, in Amylalkohol aber mit prachtig 
weinroter Farbe leicht léslich. Fiihrt man im mit Bleiessig gefallten Urin 
die Obermeyer sche Reaktion durch, so bekommt man eine in Chloroform 
unlésliche Farbe, die sich teils mit Amylalkohol, teils mit Amylacetat 
extrahieren liBt, es scheinen also zwei Stoffe vorzuliegen. Mit dei 
Rose-Extonschen Reaktion erhalt man eine rote Farbe, die nicht 
von Indikan verursacht wird, da ihre maximale Extinktion im 
Jereich des Filters S 53 liegt, im Gegensatz zum Indikan, dessen maxi- 
male Extinktion nach Ausfiihrung der Reaktion im Bereich des Filters 
S 57 liegt. Der Verlauf dieser Reaktion ist aus der Abb. 7 ersichtlich. 

Wie wir also mit Benedicenti iibereinstimmend feststellen kénnen, 
ist das «-Methylindol kein Indikanbildner. Es entsteht das Chromogen 
eines roten Farbstoffes, dessen Identitat festzustellen einer weiteren 
Arbeit vorbehalten ist. Nach der Verabreichung des a-Methylindols 
tritt auch eine Erhéhung der Atherschwefelsiurenausscheidung auf. 
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Houssay betrachtet das x-Methylindol als einen Indikanbildner, desse1 
Intensitat er mit ++ angibt (Indol: ++ +++). Zu dieser irrtiimliche: 
Auffassung scheint der Autor durch seine ungeeignete Versuchsanordnungy 
gekommen zu sein. 


Indol-«-Carbonsdure. Bei einer Versuchsperson, deren Indikan 
ausscheidung bei Standarddiat 80mg betrug, wurden nach der Be- 
lastung mit 200 mg Indol-«-Carbonséure 50 mg Indikan ausgeschieden. 


Der Gehalt des Serums an Indikan schwankte um 0,1 mg-°%. Die Thor- 
méilensche und die Uroroseinreaktion waren immer negativ. Indol- 
«-Carbonsaure ist also kein Indikanbildner. Zum gleichen Resultat 
gelangte Houssay. 

N- Methylindol-«-Carbonsdure. Die Versuchsperson, deren Indikan- 
ausscheidung unter Standarddiat bei einer Diurese von 1264 ccm 
42,5 mg Indikan betrug, schied nach peroraler Belastung mit 204,3 mg 
dieser Saure 37,7 mg Indikan aus, Diurese 1745 ccm. Dabei war das 
Serumindikan stets unterhalb 0,09 mg-%, praktisch unverandert. Die 
Thormdlensche Reaktion war immer negativ. Die Uroroseinreaktion 
ergab eine braune Farbe, die nach 2 Stunden in eine dunkelolivgriine 
Farbe iiberging. Das Maximum dieser Reaktion trat 6 Stunden nach der 
Kinverleibung des Stoffes auf und fiel dann rasch ab. Parallel hiermit 
verlief eine Reaktion, die nach Vermischung von 5ccem Urin mit 
1 cem konzentrierter Salpetersdiure eine violette Farbe entstehen lieB. 
Wurde Urin mit der gleichen Merige Obermeyerscher Lésung versetzt, 
so entstand zuerst eine griine Farbe, die dann blau wurde, sich nach 
Erwarmen violett veraénderte und nach Erkalten rotbraun wurde. Da die 
blaue Farbe in Chloroform unléslich ist, handelt es sich nicht um Indigo- 
bildung. Uber die Identitat des zur Ausscheidung gelangenden Stoffes 
ist vorderhand nichts bekannt. 


B-Methylindol. DaB das Skatol kein Indikanbildner ist, ist all- 
gemein bekannt und konnte auch von uns bestatigt werden. Nach seiner 
Verabreichung tritt im Urin die Muttersubstanz des sogenannten Skaltol- 
rots auf, das nach Nencki, Siebert und Salkowski (26) mit dem Urorosein 
identisch ist und nach dem letztgenannten Autor der Indolessigséure 
nahesteht. Auf Grund unserer Untersuchungen sind wir auch der Ansicht. 
daB das Skatol an der £-Stelle oxydiert wird und als Indolessigsdure 
bzw. Indolaceturséure ausgeschieden wird. Ein Bilanzversuch nach 
Skatolverabreichung ist in Abb. 8 dargestellt. Es ist ersichtlich, daB 
keine Indikanvermehrung auftritt. Die Indikanausscheidung betrug 
nach der Belastung 59,12 mg gegeniiber 63,6 mg am Vortage, auch die 
Serumindikanwerte sind praktisch unverandert. Im Serum tritt 2 und 
3 Stunden nach der Belastung dieselbe rosa Farbe auf, die wir im Serum 
nach Tryptaminverabreichung gefunden haben und die wir, wie spater 
ausgefiihrt wird, der Indolessigsiure zuschreiben. Versetzt man den 
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Urin mit einer Lésung von Eisenchlorid in konzentrierter Salzsaure, 
so entsteht eine in Amylalkohol lésliche und in Chloroform unlésliche 
rote Farbe. In der Urinportion, die 3 Stunden nach der Belastung ge- 
wonnen wurde, entsteht nach Zugabe von verdiinntem FeCl, ein weiBer 
Niederschlag, der nach Erwarmen ziegelrot wird. Wir glauben also, 
daB peroral gegebenes Skatol an der B-Stelle oxydiert als Indolessig- 
siure ausgeschieden wird. Diese Reaktionsart bei der Ausscheidung 
scheint fiir alle an £-Stelle substituierten Indolderivate, auBer Indoxyl, 
charakteristisch zu sein. Daf es sich lediglich um Indolessigsaure 
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handeln kann, zeigt der Ausfall der Uroroseinreaktion und der Reaktion 
mit Dimethylamidobenzaldehyd und NaN O,. Die Indol-f-Propionsaure 
gibt wohl die Uroroseinreaktion ebenso wie die Indolessigséure; nach 
Zusatz von NaNO, zu einer mit einer Lésung von Dimethylamido- 
benzaldehyd in Salzsiure gekochten Lésung von Indolpropionsaure 
entsteht aber eine prachtige violette Farbe, die in Amlyalkohol schén 
dunkelblau léslich ist. Bei derselben Reaktion entsteht mit Indolessig- 
sdure nur eine Verstarkung der durch das Erwirmen der Lésung mit 
dem salzsauren Dimethylamidobenzaldehyd entstandenen rotvioletten 
Farbung. Die Uroroseinreaktion der Indol-f-n-Buttersdure ist orange- 
gelb, die der Indol-8-Brenztraubensiure mehr violett. 

Fiir die Annahme, da es sich bei der Verarbeitung des Skatols um eine 
Ausscheidung von Indolessigséure und nicht um Oxydationsprodukte mit 
langerer Seitenkette handelt, spricht auch die Beobachtung von Jackson, 
der fand, daB Indol-f-Fettséuren der Knoopschen /-Oxydation unterliegen 
und zum groBen Teil als Indolessigséure ausgeschieden werden. Die An- 
nahme, daB die Methylgruppe des Skatols zu Carboxy! oxydiert wird, ist um 
so wahrscheinlicher, als ja ahnliche Vorginge schon lange bekannt sind; so 
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wird z. B. vertiittertes Toluol zu Benzoeséiure, Xylol zu Toluylséure oxydier 
(Salkowski). Wahrend Jackson (27) das Stattfinden der /-Oxydation fii 
Indolfettséuren nachgewiesen hat, zeigte Ward (28), daB die Indol 
Propionsaure emer z-Oxydation unterworfen und ebenfalls als Indolessig 
siiure ausgeschieden wird. Houssay bezeichnet das Skatol als schwach« 
Indikanbildner, wie wir aber sehen, irrtiimlicherweise. 

Indol-B-Essigsdure. Wie bekannt, wird diese Verbindung mit 
Glykokoll gekuppelt als Indolacetursiure ausgeschieden und stellt di 
Muttersubstanz der Uroroseinreaktion dar. 

Indol-B-Propionsdure. Ward weibt nach, daB die Verbindung durch: 
g-Oxydation zur Indolessigséure abgebaut wird und als solche zur Aus 
scheidung kommt. Ellinger (29) gibt fiir die Indolpropionsaéure u. a 
folgende Reaktion an: Erhitzt man eine wasserige Lésung der Saur 
mit dem '/, Volumen einer 2% igen Lésung von Dimethylamidobenz 
aldehyd in konzentrierter Salzsdure, so entsteht eine Rosafarbung, die 
auf Zugabe von | bis 2 Tropfen einer 0,5°% igen Lésung von NaNO, 
blau bis violett wird. Dieser Farbstoff ist in Amylalkohol mit blaue: 
Farbe léslich. Nach Dosen von-Indolpropionsaure bis 300 mg ist diese 
Reaktion im Urin nie reproduzierbar ; dies spricht dafiir, daB die Indo! 
propionsadure ganzlich zur Indolessigsdure abgebaut wird, also zu eine: 
Verbindung, die diese Reaktion ebenfalls nicht gibt. Der Urin gibt 
nur die Uroroseinreaktion, in der fiir die Indolessigséiure charakteristi- 
schen Weise. : 

Indol-B-n-Buttersdure. Nach Verabreichung dieser Saure, die die 
feaktion mit Dimethylamidobenzaldehyd und NaNO, ebenso gibt wie 
die Indopropionsaure, tritt diese Reaktion nach Gaben von etwa 500 mg 
bis 3 Stunden nach Verabreichung im Urin auf. Ferner fallt nunmehr die 
Uroroseinreaktion positiv aus. Wir erkliren uns den Sachverhalt so, 
daB bei dem groBen Angebot der Substanz der Organismus die B-Oxy- 
dation nicht so schnell durchfiihren kann, daB nicht noch Indol-f 
Propionsaure als nachste Abbaustufe der Indolbuttersdure bei der 
B-Oxydation im Urin erscheinen wiirde. Erst wenn die Hauptmenge der 
Indolbutterséure abgebaut ist, wird auch die entstandene Indolpropion- 
siure vor der Ausscheidung zur Indolessigsiure abgebaut und 
die Dimethylamidobenzaldehydreaktion wird negativ, wahrend die 
Uroroseinreaktion noch stark positiv bleibt. Darauf, daB keine un- 
verinderte Indolbutterséure ausgeschieden wird, weist der Umstand 
hin, daB die Uroroseinreaktion gleich nach der Verabreichung der Saure 
in der fiir Indolessigsiure charakteristischen Weise ausfallt, wahrend 
reine Indol-f-n-Buttersaure bei dieser Reaktion eine orangegelbe Farbe 
entstehen lat, die in Amylalkohol orange léslich ist. 


Tryptophan (Indol-8-Aminopropionsaure). Tryptophan ist, wie 
. . + . . . . . 
wir in Ubereinstimmung mit den bisherigen Beobachtungen feststellten. 
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weder peroral noch intravenés gegeben, ein Stoff, der die Indikan- 
ausscheidung erhéht. Hopkins (30) wies bei Kaninchen nach, daB das 
Tryptophan, in den Dickdarm eingefiihrt, zum Indikanbildner wird. 
DaB ahniiche Verhaltnisse auch fiir den Menschen gelten, zeigt ein dies- 
beziiglicher Versuch, in dem bei einer Versuchsperson nach rektaler Zu- 
fuhr von 500mg Tryptophan (hoher Einlauf, 4 Stunden Zuriickhalten) 
eine Erhéhung der Indikanausscheidung um 22 mg eintrat. Dieser Wert 
ist an und fiir sich geringfiigig, liegt aber auBerhalb der Fehlergrenze der 
Methode. Die geringfiigige Ausscheidung ist damit zu erklaren, daB bei 
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weitem nicht die ganze Tryptophanmenge dem bakteriellen Abbau verfiel, 
sondern sicher ein Teil zur Resorption gelangte und so aus dem Darm 
entfernt wurde. 

Tryptamin (Indol-f-Athylamin). Das Tryptamin ist kein Indikan- 
bildner. Aus der Abb. 9 ist ersichtlich, daB bei der Versuchsperson, 
die bei einer Standarddiaét 32,4 mg Indikan ausschied, nach der Be- 
lastung mit 508,6mg Tryptamin nur 31,2 mg Indikan ausgeschieden 
wurden. Aus der Abbildung ist der Verlauf der Uroroseinreaktion er- 
sichtlich, auBerdem ist das Reaktionsma®B, nach Ausfiihrung der 
Indikanprobe im Serum, als Extinktion angegeben. 

Es handelt sich bei diesem Vorgang nicht um eine Reaktion des 
Serumindikans, die resultierende Farbe war nicht die violette 
des Indolignons, sondern war rosa. Unsere Annahme, dab hier 
Indolessigsaéure reagiert, konnten wir wie folgt nachweisen. Stellt man 
0,1, 0,5 und 1,0 mg-°%,ige Lésungen von Indolessigsiure her und be- 
handelt 3 ccm dieser Lésungen wie Serum bei der Indikanbestimmung, 
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so bekommt man dieselbe rosa Farbe, die wir im Serum unserer Ve) 
suchsperson feststellten. Damit haben wir das Auftreten der Indolessig 


siure auch im Blute nachgewiesen. 


DaB nach Verabreichung von Tryptamin nicht Indikan sondern Indo! 
essigsiure gebildet wird, die mit Glykokoll gekuppelt als Indolacetursaur 
ausgeschieden wird, war schon Dale und Laidlaw (31) und Guggenheim (14 
bekannt, die die Indolessigsiure auch isolieren konnten. In letzterer Zeit 
bestatigte Go (32) diese Tatsache. Houssay bezeichnet das Indolaithylamin 
irrtiimlich als starken Indikanbildner. Die Reaktionsfarbe des nach de: 
beiderseitigen Nierenentfernung sich spontan und unkontrollierbar ver 
mehrenden Indikans addiert sich zur Farbe der entstandenen Indolessigsiaure, 
wobei diese rosa Farbe von der sattvioletten Farbe des aus dem Indikan 
entstandenen Cymolindollignons iiberdeckt wird. Dadurch wurde Houssa 
zu der irrtiimlichen Auffassung gefiihrt, daB das Tryptamin ein Indikanbildne: 
sei, der nur von Indol und o-Nitrophenylpropiolséure tibertroffen wird 
(++++ gegeniiber + ++ -+ + fiir Indol). 


Indol-B-Aldehyd. Die Versuchsperson, deren Standardindikan- 
ausscheidung 70 mg betrug, schied nach peroraler Belastung mit 297,5 mg 
Indolaldehyd 66,7 mg Indikan aus. Der Indolaldehyd ist also, wie alle 
an B-Stelle mit Seitenketten substituierten Indolderivate, kein Indikan- 
bildner. In welcher Form der Indolaldehyd ausgeschieden wird, ist 
vorlaufig noch ganz unklar, es ist das einzige an B-Stelle mit Seitenkette 
substituierte Indolderivat, das im Urin keine oder eine nur sehr schwache 
Uroroseinreaktion entstehen ]éBt.’ Desgleichen ist die Salpetersaure- 
Nitritreaktion, die T'hormdlensche Reaktion und die Reaktion mit 
Dimethylamidobenzaldehyd immer negativ. - 


Ellinger (33) gibt fiir Indolaldehyd zwei empfindliche Reaktionen an. 
Die erste besteht im Kochen einer verd. wiasserigen Lésung des Aldehyds mit 
der gleichen Menge 20 °,iger Salzsiure, wobei eine schéne rote Farbe und nach 
dem Erkalten Abscheidung schéner rotvioletter-Kristalle eintritt. Zweitens 
gibt eine Lésung des Aldehyds mit essigsaurem Phenylhydrazin einen weifben 
Niederschlag. Beide Reaktionen sind im Urin nach Indolaldehydverab 
reichung immer negativ, ein Zeichen dafiir, da der Indolaldehyd auch nicht 
als solecher ausgeschieden wird. Da® Indolaldehyd ahnlich wie Tryptophan 
im Koérper zwecks andersartiger Verwertung zuriickgehalten wird, ist 
vorderhand nicht mehr als eine Vermutung. Houssay bezeichnet den 
Indolaldehyd als einen starken Indikanbildner, dessen Indikanbildungs 
fahigkeit er ahnlich wie beim Tryptamin mit +++-+ bezeichnet. Zu 
diesem Irrtum wurde der Autor héchstwahrscheinlich durch seine Versuchs 
anordnung gefiihrt; im Serum tritt bei Anstellung der Indikanreaktion 
wohl eine ahnliche Farbe auf, wie wir es nach Tryptaminverabreichung 
fanden. Da aber nach Indolaldehydverabreichung im Urin keine Indol- 
acetursdure auftritt, kann iiber das Wesen des im Blute auftretenden Stoffes 
nichts ausgesagt werden. Eine zweite Méglichkeit des Irrtums liegt darin, 
da, wie wir feststellen konnten, die meisten Indolaldehydpriparate geringe 
Mengen unverianderten Indols enthalten. Da die tiblichen Darstellungs- 
methoden des Indolaldehyds alle von Indol ausgehen und das Indol aus 
dem Indolaldehyd durch Wasserdampfdestillation entfernt werden soll, 
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nimmt dieser Umstand nicht weiter wunder; lediglich Ellinger (33) gibt eine 
Herstellungsweise an, bei der statt von Indol von Tryptophan ausgegangen 
wird; dieses wird in verdiinnter Lésung (3: 10000) durch verdiinntes FeCl, 
abgebaut. Diese Herstelhungsmethode ist aber, wenn man gr6éBere Indol- 
aldehydmengen bekommen will, einesteils wegen des Preises des Trypto- 
phans, anderenteils wegen der geringen Ausbeute so teuer, daB ihre Be- 
nutzung kaum in Betracht kommt. 

Die Gegenwart des Indols im Indoialdehyd kann einerseits am charak- 
teristischen Geruch des Indols beim Lésen des Indolaldehyds erkannt werden 
(Indolaldehyd selbst ist geruchlos), andererseits kann man in einer alkoholisch- 
wasserigen Lo6sung der meisten Indolaldehydpraparate Indol durch naphtho- 
chinonsulfonsaures Natrium nachweisen. In der mit 10°, KOH alkalisierten 
Lésung des Aldehyds entsteht nach dem Hinzufiigen des Reagens eine in 
ihrer Intensitaét wechselnde blaue Farbe, die in Chloroform rosa bis aus- 
gesprochen rot léslich ist. Diese Reaktion ist fiir Indol charakteristisch. 

Obwohl bei Bilanzversuchen nach Indolaldehydbelastung die 
Indikanausscheidung nie vermehrt war, konnten wir eine Zunahme 
der normalen Indikanausscheidung in den ersten Stunden nach der 
Indolaldehydbelastung dadurch wahrscheinlich machen, daB~ der 
Prozentgehalt der entleerten Urinproben erhéht war: 13, 19, 13 und 
16 mg-°%, dem allerdings nur eine Gesamtausscheidung in den einzel- 
nen Proben von 7,6, 3,2, 4,5 und 7,8 mg entsprach. Trotzdem betrug 
die Gesamtausscheidung in dem ganzen Versuche nach 24 Stunden nur 
96mg gegeniiber 130 mg am Vortage. Es handelte sich iibrigens in 
diesem Falle um eine iiberaus starke Normalindikanausscheidung. Auf 
Grund unserer nunmehr recht groBen Erfahrung nehmen wir eine 
Erhéhung des prozentualen Indikangehalts in einer Urinportion auf 
mehr als 10 mg-% als Zeichen einer gesteigerten Indikanausscheidung 
an. Allerdings beziehen wir die Steigerung hier auf die Verunreinigung 
des Indolaldehyds mit Indol. Im Blute dieser letzten Versuchsperson 
stieg der Indikangehalt 3 Stunden nach der Verabreichung von 0,096 
auf 0,15 mg-%. Wir glauben also, daB der Indolgehalt in den meisten 
Indolaldehydpraparaten mit ein Grund dafiir ist, dab Houssay das 
Indolaldehyd irrtiimlich als Indikanbildner anspricht. 

Dioxindol. Die Versuchsperson schied nach peroraler Verabreichung 
von 414mg Dioxindol 31,4 mg Indikan aus, wahrend ihre Standard- 
indikanausscheidung vor der Belastung 45mg betrug. Die Serum- 
indikanwerte bewegten sich konstant um den Ausgangswert von 
0,09 mg-%. Aus diesem Ergebnis ist ersichtlich, daB das Dioxindol 
kein Indikanbildner ist. Die Uroroseinreaktion und die Reaktion 
mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium waren immer negativ, die 
Thormdlensche Reaktion ergab eine rasch abblassende griine Farbung, 
fiel also nicht in der urspriinglich beschriebenen Weise aus. 

Isatin. Nach oraler Verabreichung von Isatin tritt beim Menschen 
keine Vermehrung der Indikanausscheidung auf. Eine Versuchsperson, 
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deren Standardindikanausscheidung 100 mg betrug, schied nach Bi 
lastung mit 300 mg Isatin 79mg Indikan aus, eine andere Versuch 
person, deren Standardindikanausscheidung 72 mg betrug, schied nai 
315 mg Isatin, peroral verabreicht, wieder nur 72mg Indikan au 
Die Uroroseinreaktion ist nach Verabreichung von Isatin im Urin imme; 
negativ, die Thormdlensche Reaktion fallt auch nicht in der klassischen 
Weise aus: Der nach Nitroprussidnatrium und Laugezusatz rot g 
wordene Harn — wit 
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Abb. 10. haupten, daB das Isatin 


kein Indikanbildner ist. 
Wang (2) fand, daB nach Isatinverabreichung die Atherschwefelsaure- 
ausscheidung im Urin zunimmt, ohne daB mehr Indikan eliminiert 


BN 


wurde. 


o-Nitrophenylpropiolsdure. DaB diese Verbindung ein Indikanbildne: 
ist. wurde zuerst von Hoppe-Seyler (23) angegeben, der fand, da®B nach ihrer 
Verabreichung nicht nur die Indikan- und Atherschwefelséureausscheidung 
anstieg, sondern auch eine Albuminurie und Glykosurie auftrat. Er fand 
weiter, da diese Substanz fiir Hunde viel giftiger als fiir Kaninchen ist. 
Beim Menschen riefen nach unseren Versuchen Mengen bis zu 300 mg iiber- 
haupt keine toxischen Symptome hervor. Nach Crowdle und Sherwin (34) 
verursacht die Nitrophenylpropiolsiure bei Hiihnern keine Indikanaus- 
scheidung, die Substanz wird als o-Nitrobenzoeséure ausgeschieden. 
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In unserem Bilanzversuch (Abb. 10) schied die Versuchsperson. 
deren Standardindikanausscheidung 56 mg betrug, nach Belastung mit 
202 mg der Saure 226 mg Indikan aus; es handelt sich also um eine Mehr- 
ausscheidung von 170mg. Die o-Nitrophenylpropiolsiure wurde zu 
4° in Indikan verwandelt. 

Die Uroroseinreaktion ergab eine rotviolette Farbung, die zum 
Teil in CHCl,, zum Teil in Amylalkohol léslich war. Die Reaktion 
mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium war im Urin immer negativ. 
DaB die Thormdlensche Reaktion auch immer negativ war, spricht 
dafiir, daB die Indikanbildung nicht iiber das freie Indol erfolgt. 

Baeyer (35), der als erster Indigo aus o-Nitrophenylpropiolsaure dar- 
stellte, indem er sie mit Alkali und Traubenzucker reduzierte, nahm an, dal 
die Bildung iiber die Isatogenséure erfolgt. 

CO.CM,COOH 
C.COOH 


oi 


NO, NOs 


CO 
(Indoxyl) 
C.COOH| ~~ Indigo 
NO 
Isatogensaure. 

Wir glauben nicht, daB im Organismus die Bildung iiber diese Zwischen- 
stufe erfolgt, da die Isatogensaure an der zweiten Stelle mit einer Carboxy]- 
gruppe substituiert ist und nach unseren Untersuchungen Indolverbindungen 
von diesem Typus keine Indikanbildner darstellen. Wir nehmen eher an, 
daB der ProzeB im Organismus ahnlich verlauft wie derjenige, bei dem aus 
o-Nitroacetophenon durch Reduktion Indoxyl bzw. Indigo entsteht [Engler- 
Emmerling (36) }. 


COCHs ‘ \—COCH; —C—CH, ‘— C0 


-+ — Indigo 


: has 0 
NO, . /NHOH 
% r 
N 


Methylanthranil 


Dabei wird angenommen, daB als Zwischenprodukt Methylanthranil 
entsteht, das durch intramolekulare Umwandlung in Indoxyl iiberfiihrt 
wird. Dieser Weg erscheint uns schon darum wahrscheinlicher, da, wie wit 
an anderer Stelle eingehender darlegen werden, das o-Nitroacetophenon im 
Tierversuch in geringem Mae ein Indikanbildner ist. Welche Rolle die 
dreifach ungesattigte Kohlenstoffbindung bei der Indikanentstehung aus 
der o-Nitrophenylpropiolsaéure spielt, ist vorliufig noch ungeklirt. Es ist 
méglich, daB eine dem Methylanthranil ahnliche, aber viel labilere Zwischen- 
stufe entsteht, die dann in Indoxyl iibergeht. Es ist jedenfalls bemerkens- 
wert, daB o-Nitrophenylverbindungen, die eine aliphatische Seitenkette mit 
gesittigter oder zweifach ungesattigter Kohlenstoffbindung besitzen, in 
vitro wohl Indogobildner sind, im Organismus aber nicht. Solche Ver- 
bindungen wurden beziiglich ihres Verhaltens im Organismus untersucht : 
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o-Nitrophenylessigsaure [Sherwin (37) und Howssay (25)|, o-Nitrophen 
brenztraubensaure |Houssay (25) und wir], o-Nitrophenylmilchsaureket«y 
(wir), o-Nitrophenylbenzaldehyd |Hoppe-‘eyler (23) und Houssay (25 
o-Nitrophenylpropionsiure [Houssay (25) }, o-Nitrophenylbenzoesdure [Hox 
say (25)| und o-Nitrophenylzimtséure |Hoppe-Seyler (23) und Houssay (25 
Houssay (25) gibt an, da’ o-Nitrophenylacetaldehyd ein Indigobildner ist 
Wegen Mangel dieses Stoffes war es uns leider unméglich, diese Behauptung 
zu iiberpriifen. Es scheint uns aber unwahrscheinlich, daB dies zutrifft, da 
Aldehyde im Organismus gew6éhnlich zur entsprechenden Saéure oxydiert 
werden und bei der o-Nitrophenylessigséiure findet auch Houssay, daB diese 
Verbindung kein Indikanbildner ist. 

Wir sind zur Zeit mit weiteren Untersuchungen tiber das Verhalten 
der ahnlich aufgebauten indikanbildenden Verbindungen beschaftigt und 
hoffen zu interessanten biologischen Erkenntnissen zu gelangen. Houssa 
fand z. B., daB bei Tieren, deren Leber, Darmtrakt und Nieren entfernt 
waren, nach intravenéser Verabreichung von o-Nitrophenylpropiolsaure eine 
wohl geringere aber ausgesprochene Indikanvermehrung im Blute auftrat. 
Fiir Indo! und andere Indikanbildner konnte ein solches Verhalten von 
diesem Autor nicht nachgewiesen werden; bei diesen Substanzen ist die 
Umwandlung in Indikan an das Vorhandensein der Leber gebunden. 

o-Nitrophenylacetylen. Um festzustellen, ob die indikanogene Wir- 
kung der o-Nitrophenylpropiolséure eine Eigentiimlichkeit dieser Ver- 
bindung oder eine Eigenschaft aller Verbindungen ist, die am Pheny!- 
radikal in o-Stellung zur Nitrogruppe eine Seitenkette mit dreifach 
ungesattigter Bindung tragen, machen wir es uns zur Aufgabe, Ver- 
bindungen dieses Aufbaues auf ihre Indikanbildungsfahigkeit zu priifen. 
Wir verwenden zu unseren Versuchen o-Nitrophenylacetylen als Stamm- 
substanz dieser Verbindung. Da8 diese Verbindung im Tierversuch 
Indikan liefert, geht aus der Tabelle V hervor, aus der ersichtlich ist. 
daB sowohl beim Kaninchen als auch beim Menschen nach peroralet 
Kinverleibung dieses Stoffes eine Vermehrung der Indikanausscheidung 
auftritt, die sich einerseits in einem héheren Prozentgehalt des Harns 
an Indikan, andererseits in einer Vermehrung der Gesamtausscheidung 
hezeugt. 

Tabelle V. 





Standard- 

aus- ~—e Be- Aus- ii Mehraus 
oa 0. se " : s be . 0 

scheidung lastung scheidung 0 scheidung 


mg ecm mg mg ecm mg 


Kaninchen 3,85 500 = 5006 50,0 420 46,15 
e 6,76 390 ~=—-501,1 40,4 420 33,44 
n 6,65 ; 435 751 47 335 40,35 
n 5,13 Rs 385 1002,9 67,5 : 345 62,37 
“ 6 598,8 53,6 47,6 
Mensch 67,0 2,0 560  200,6 121,5 700 54,5 
43,5 4 1000 =. 3622 89,0 ; 1540 45,8 
” 20,2 2,5 960 300,4 76 A 1050 56 
= 37,6 2,5 1500 357.6 = 121 : 1300 83,4 


Tritt beim Kaninchen nach Einverleibung des Stoffes eher eine Ver- 
minderung der Diurese ein, so tritt beim Menschen leichter eine Ver- 
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vOBerung derselben hervor. Deswegen ist auch die prozentuale Zu 


nahme der Indikankonzentration im Urin nicht so ausgepragt wie beim 
Kaninchen, aber auch hier vorhanden. Nach Einverleibung des Nitro- 
phenylacetylens tritt im Urin die Thormadlensche Reaktion niemals auf. 

Wenn o-Nitrophenylacetylen auch ein Indikanbildner ist, so mub 
doch betont werden, daB die Indikanbildung aus dieser Verbindung 
merklich geringer ist als nach Verabreichung der o-Nitrophenylpropiol- 
siure. Wahrend nach Verabfolgung von 202 mg der Propiolsdure bei 
unserer Versuchsperson etwa 170mg mehr Indikan ausgeschieden 
wurden, betrug die gréBte von uns festgestellte Zunahme der Indikanaus- 
scheidung nach 350 mg des Nitrophenylacetylens nur 83 mg. 

Ob die gréBere Wirksamkeit der Propiolsaure durch die Carboxyl- 
yruppe oder durch die Seitenkettenverlangerung bedingt ist, konnten 
wir noch nicht feststellen. Um dies zu klaren und um einen tieferen Ein- 
blick in den Mechanismus der Indikanbildung aus diesen Verbindungen 
zu erhalten, wurden weitere Versuche mit o-Nitrophenylpropiolsaure- 
estern und mit der o-Nitrophenylacetylenessigsaure vorgenommen. Diese 
Verbindungen sind die einzigen von dem eben besprochenen Typus, die 
uns aus der Literatur zuginglich waren. Leider schlugen aber bisher alle 
unsere Versuche, besonders die letztere Verbindung darzustellen, fehl, so 
daB wir mit der Ausfiihrung dieser Versuche noch einige Zeit werden 
warten miissen. 

Nichtsdestoweniger glauben wir uns zu der Annahme berechtigt, 
daB o-Nitrophenylderivate, die eine Seitenkette mit dreifach ungesattigter 
Bindung tragen, im Tierversuch Indikanbildner sind. 


Schlu8betrachtung. 


Uberblicken wir unsere Ergebnisse, so kénnen wir Benedicentis 
Untersuchungen iiber die Bedingungen der Indikanbildung nicht nur 
bestatigen, sondern auch erweitern. Aus Indolderivaten wird nur dann 
Indikan bzw. Indigo, wenn die 2- und 3-Stelle («- und #-Stelle) nicht 
substituiert ist. Benedicenti bewies dies fiir alkylsubstituierte Indole 
2-methylindol, 3-methylindol, 2, 3-dimethylindol, 3, 5-dimethylindol). 
Wir kénnen in die Gruppe der nicht Indikan bildenden Indolderivate 
auch die carboxyl- und seitenkettensubstituierten und die im Pyrrol- 
ring Ketogruppen enthaltenden Indolderivate einbeziehen. Aus 2 (<-)- 
substituierten Indolderivaten entstehen im Organismus ungefarbte 
Chromogene, die bei der Ausfiihrung der Obermeyerschen oder Rose- 
Extonschen Reaktion rote Farbstoffe geben. Aus 3 (f-)-substituierten 
Indolderivaten entstehen Stoffe, die die Vorstufe des Uroroseins dar- 
stellen und héchstwahrscheinlich Indolessigsiure sind, da ja nach ihrer 
Einverleibung im Harn eine starke Uroroseinreaktion auftritt. Von 
dieser Regel macht nur das Indolaldehyd und das Indoxyl eine Aus- 
nahme. Da aber dieser letzte Stoff das unmittelbare Oxydationsprodukt 
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des Indols und die Vorstufe des Indikans ist, ist diese Sonderstellu 
nicht verwunderlich. Braucht doch in diesem Falle der Organismu 
das Indoxyl nur mit H,SO, zu kuppeln, um es als Indikan ausscheid 
zu kénnen. Eine Zwischenstellung zwischen den 2- und 3-substituierte 
Indolderivaten nimmt die Indoxylséure ein. 

Vergegenwartigt man sich das Ausgefiihrte, so kommt man zi) 
dem SchluB, daB die Indikanbildung ein Zeichen dafiir ist, das im 
Organismus Indolkérper entstehen, die an der 2- und 3-Stelle unbesetzt 
sind. Es ist anzunehmen, daB die B-Ringoxydation fiir den Organismu- 
eine nicht leicht gangbare Reaktion zur Entfernung der stoffwechse! 
giftigen Indolderivate ist, da er im gegebenen Falle jeden anderen Wey 
ergreift, um die Indolabkémmlinge andersartig als durch Indoxy! 
Indikanbildung aus dem Kérper zu entfernen. Diese anderen Wege 
sind dann gegeben, wenn die Indolderivate an der 2- und 3-Stelle sub 
stituiert sind. Darauf, daB der bei der Ausscheidung der an 3 (B-)-Stelle 
substituierten Indolderivate entstehende Stoff Indolessigsaéure ist ode: 
wenigstens diesem Stoffe sehr nahe steht, weisen Versuche von Jackson 
hin, der nachwies, daB auch fiir die Indolfettsauren die Regel de: 
f-Oxydation der Fettsduren giiltig ist, da z.B. nach Verfitterung 
von Indolbuttersaure Indolessigsiure ausgeschieden wird. Umgekehrt 
kann man auch annehmen, daf die Methylderivate des Indols an diese: 
(Gruppe zu Carboxylderivaten oxydiert werden, wie dies bei alkylierten 
Benzolabkémmlingen der Fall ist.’ 

Ist die 1 (N-)-Stelle des Indolringes alkylsubstituiert, so tritt auch 
Indikanbildung ein; auf die Eigenart der Ausscheidungsverhiltnis. e 
des N-methylindols haben wir im experimentellen Teil unserer Arbeit 
hingewiesen. 

Ist die Erscheinung der Indikanausscheidung ein Zeichen, dai im 
Organismus an der 2- und 3-Stelle unbesetzte Indolderivate auftreten, 
so‘ist auf Grund unserer Untersuchungen das Auftreten der Thormdlen- 
schen Reaktion ein Zeichen dafiir, daB Indolderivate auftreten, deren 
ganzer Pyrrolring, also auch die 1 (N-)-Stelle nicht substituiert ist. 
Als Beweis hierbei diene die Tatsache, daB nach der Verabreichung 
von N-methylindol wohl N-methylindikan gebildet wird, die Thormdlen- 
sche Reaktion aber nicht positiv wird. Nun hat aber Eppinger behauptet., 
daB die Thormalensche Reaktion durch ein Pyrrolidinderivat verursacht 
wird, daB es also zur Abspaltung des Pyrrolringes vom Indolkomplex 
kommen muB. Dies scheint uns aber nicht wahrscheinlich. Erstens 
ist es ja im Falle der Indikanbildung ersichtlich, daB der Benzolring 
wohl im Verband mit dem Pyrrolring ausgeschieden werden kann 
wiirde es zur Absprengung des Benzol- oder Pyrrolringes kommen. 
so miiBte das freiwerdende Benzol, zu Benzoeséure oxydiert, als Hippur- 
siure ausgeschieden werden. Es gelang uns aber niemals, nach Indol- 
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verabreichung eine Zunahme der Glykokollausscheidung nachzuweisen. 
Zweitens ist eine Vernichtung des Indolkomplexes in der Weise, da 
der Pyrrolring abgesprengt wiirde, noch nicht bekannt. Im Organismus 
kennen wir nur eine Ringerweiterung, bei der Chinolinderivate entstehen, 
bei starker Oxydation der Indolderivate in vitro entstehen aber Ver- 
hindungen, die der Anthranilsaure nahestehen. Ist der Benzolring mit 
Methylgruppen substituiert (also beim Indolkomplex die 4-, 5-, 6- und 
7-Stelle), so wird ebenfalls neben dem entstehenden Methylindikan 
der die Thormdlensche Reaktion gebende Stoff gebildet, ein Zeichen, 
daB zum Zustandekommen dieser Reaktion nur der unveranderte 
Pyrrolring ausschlaggebend ist. Dies konnten wir auch im Versuch 
zeigen (Tabelle I11), da nach Pyrrol (als auch nach Pyriolidin) im Urin 
von Kaninchen die T'hormdlensche Reaktion auftrat. Dab sie aber 
nach Pyrrolcarbonsiure und Pyrrolidincarbonséure nicht auftrat, 
beweist nur unsere Annahmen, daB zum Zustandekommen dieser Re- 
aktion der Pyrrolring an keiner Stelle besetzt sein darf. Aus diesem 
Grunde nehmen wir an, daB das Substrat der Thormdlenschen Reaktion 
ein am Benzolring veranderter Indolkomplex ist, ein ahnlicher Stoff, 
wie das von Raper isolierte 5, 6-dioxindol, das mit unserer noch nicht 
ermittelten Substanz gemeinsame Merkmale hat: Die Fallbarkeit mit 
dem Hopkinsschen Reagens und Ather, die Unléslichkeit in Ather, die 
Loslichkeit in Alkoho! und Wasser und die auBerordentliche Empfindlich- 


keit gegen Sauerstoff und Oxydationsmittel. Ist doch der Rapersche 
Stoff gegen Sauerstoff so empfindlich, daB er als solcher gar nicht 
synthetisiert dargestellt werden kann, sondern nur als Dimethoxylindol. 
Von dieser Verbindung erwaihnt der Autor noch, daB sie mit Ferri- 
eisen enthaltenden Oxydationsmitteln griine Farbungen gibt. 

Die Entstehung dieser Verbindung stimmt mit unserer Vorstellung 


von der Schwierigkeit des oxydativen Umbaues des Indolringes tiberein. 
Mangels geeigneter, leicht verinderbarer Gruppen am Pyrrolring sieht 
sich der Organismus zur Oxydation der B-Stelle gezwungen. Gleichzeitig 
aber, da der ganze angebotene Indolkomplex nicht zu Indoxyl] verarbeitet 
werden kann, werden andere, angreifbarere Stellen oxydiert und diese 
scheinen nur am Benzolteil des Komplexes liegen zu kénnen, da wedet 
an l- noch an 2-Stelle indoxylahnlich oxydierte Indolderivate bekannt 
sind. Die Bildung von Ketoindol von der Klasse des Isatins scheint 
im Organismus nicht mdéglich zu sein. 

Von besonderem Interesse scheint uns die Feststellung, dai auBer 
den eben erwahnten Indikanbildnern auch diejenigen homocyclischen 
Verbindungen Indikanbildner sind, die zu einer NO,-Gruppe in Ortho- 
stellung eine Seitenkette mit dreifach ungesattigter Kohlenstoffbindung 
besitzen. Uber den Weg, der bei dieser Indikansynthese beschritten 
wird, ist heute noch nichts bekannt, sicher ist aber, dab als Zwischen- 
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stufe kein Indol auftritt, da nach Verabreichung dieser Substanzen div 
Thormalen sche Reaktion im Urin immer negativ ist. Derselben Ansich: 
ist auch Houssay, der nach Verabreichung der Nitrophenylpropiolsaur 
im Blute niemals Indol nachweisen konnte. Baeyer, der die Indigo 
bildung aus obiger Verbindung als erster beschrieben hat, nahm an 
daB der Weg zum Indoxyl! iiber die sogenannte Isatogensaéure geht 
Wir glauben aber nicht, daB der Organismus diesen Weg beschreitet. 
Die Isatogensaure tragt nicht nur an der 1- und 3-Stelle eine NO,- und 
CO-Gruppe, sie hat auch an der 2-Stelle eine Carbox ylgruppe substituiert 
ist also eine VerLindung vom Typus der Indol-2-Carbonsiure. Von diese: 
Saure wissen wir aber, daB sie kein Indikanbildner ist. Wir glauben, 
daB die o-Nitrophenylverbindungen durch Reduktion zu Indoxy! um- 
gewandelt werden, wobei der erste Schritt vielleicht eine Reduktion 
der NO,-Gruppe zur N H,-Gruppe sein wird. Allerdings muB der Orga- 
nismus die Nitrogruppe nicht immer zur Aminogruppe reduzieren, 
um sie ausscheiden zu kénnen, so wird o-Nitrobenzaldehyd z. B. als 
o-Nitrohippursiure ausgeschieden. Weiter diirfte dann eine ahnliche, 
teilweise intramolekulare Umwandlung eintreten, wie wir sie bei der 
Indigoentstehung aus o-Nitroacetophenon kennen. Auf die Méglichkeit 
dieses Vorganges weist unser Befund, daB das o-Nitroacetophenon im 
Tierversuch ein Indikanbildner ist. Einzelheiten iiber das Verhalten 
dieser Verbindung, die einen neuen Typus der indikanbildenden Sub- 
stanzen darstellt, werden wir spater veréffentlichen. Welche Bedeutung 
bei der Indikanentstehung die 3-fach ungesattigte Kohlenstoffbindung 
hat, ist vorderhand ungeklart. DaB sie keine conditio sine qua non ist. 
beweist das o-Nitroacetphenon. Da sie aber eine besondere Rolle spielt. 
darauf weist die Tatsache hin, daB o-Nitrophenylverbindungen, die in 
der Seitenkette eine gesiattigte oder nur doppelte ungesattigte Kohlen- 
stoffbindung haben, wohl in vitro, aber nitht in vivo Indikanbildner 
sind. Ebensowenig sind im Tierversuch die o-Aminophenylverbindungen 
mit gesittigter Seitenkette Indikanbildner, obwohl sie heute die einzig 
benutzten Ausgangsstoffe zur technischen Indoxylherstellung sind 
(Phenylglycin und Phenylglycin-o-Carbonsaure). 

Wir sind auch weiter mit der Verarbeitung der hier angedeuteten 
und weiter noch nicht geklirten Probleme beschaftigt, iber unsere 
weiteren Ergebnisse werden wir zur gegebenen Zeit berichten. 
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Nachtrag wahrend der Korrektur. Wahrend die vorliegende Arbeit 
zum Druck beférdert wurde, gelang es uns, in Besitz von 4- und 5-Methyl- 
indol zu kommen. Da die Ausscheidung der peroral verabreichten Ver- 
bindungen unseren oben gemachten Erfahrungen entspricht, wollen wir 
dariiber an dieser Stelle berichten. 

4-Methylindol. Die Verbindung ist bei Zimmertemperatur von 
etwas dickfliissiger Konsistenz. Setzt man die Thormalensche Reaktion 
mit der Substanz in wasserig-alkoholischer Lésung an, so entsteht nach 
Zusatz von Nitroprussid und Natriumhydroxyd eine rotviolette Farbe, 
die nach Essigsdurezusatz violett wird. Nach einigem Stehen entsteht 
ein violetter Niederschlag. Danach fallt die Thormdalensche Reaktion mit 
dem 4-Methylindol insofern anders aus als erwartet, als anstatt der 
blauen Farbe eine violette entsteht. Die Reaktion mit naphthochinon- 
sulfonsaurem Natrium gibt eine blaue Farbe, die in Chloroform rotviolett 
léslich ist. 

Wir verabreichten die Substanz einer Versuchsperson, die bei einer 
Diurese von 1050 ccm 33,3 mg Indikan im Urin ausschied. Nach der 
Belastung mit 320,3 mg 4-Methylindol betrug die Indikanausscheidung 
80 mg (also eine Mehrausscheidung von 46,7 mg), die Diurese betrug aber 
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nur 494 ccm. Da wir eine Nierenschaédigung durch die verabreichte 
Substanz nicht vermeiden konnten, benutzten wir zu unseren weiteren 
Versuchen mit dieser Substanz nur Kaninchen. Ein solches Versuchstier, 
dessen Indikanausscheidung 3,68 mg bei 390 cem Diurese betrug, schied 
nach Belastung mit 395,2 mg 4-Methylindol 115,4 mg aus, bei einer 
Diurese von 325 ccm. Es handelt sich um eine Mehrausscheidung von 
111,72 mg, also eine bessere Ausscheidung als bei der Versuchsperson. 

Die Serumindikanwerte der Versuchsperson zeigten eine mabige 
Erhéhung, sie stiegen von 0,055 mg-% vor der Verabreichung auf 
maximal 0,431 mg-%, 1 Stunde nach der Einverleibung, um dann 
langsam zur Norm abzufallen. Die Thormdlensche Reaktion ergab 
folgenden Reaktionsausfall: Nach Laugezusatz wurde der Urin rot, nach 
Zusatz der Essigsiure entfirbte sich der Urin fiir einen Moment, um 
dann schén griin zu werden. Das Maximum des Reaktionsausfalls, 
gemessen in Extinktionskoeffizienten, trat 2 Stunden nach der Verab- 
reichung ein, die Kurve verlauft wie beim Indol. Nach einiger Zeit triibt 
sich der Urin. Die Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium 
ergab eine braunviolette Farbe, die so in Chloroform als auch in Amyl- 
alkohol unléslich war. Die Uroroseinreaktion gab eine prachtig violette 
Farbe, die teilweise in Chloroform blau und in Amylalkohol blauviolett 
léslich war, die Obermeyersche Reaktion gab eine in Chloroform lésliche 
tiefblaue Verfarbung. Erwairmt man den Urin nach Verabreichung des 
Methylindols mit salzsaurem Dimethylamidobenzaldehyd, so bekommt 
man eine praichtig burgunderrote Farbe, die sich nach NaN O,-Zusatz 
verstarkt und in Amylalkohol violett léslich ist. Auf Grund der Aus- 
scheidungsvermehrung des Indikans im Urin nach 4-Methylindol und 
des Auftretens der Thormdlenschen Reaktion handelt es sich beim 
4-Methylindol um eine Indolverbindung, die sich im Organismus ahnlich 
verhalt wie das Indol oder das 7-Methylindol. 

‘ 5-Methylindol. DaB nach Verabreichung dieser Substanz eine Ver- 
mehrung der Harnindikanausscheidung eintritt, fand schon Benedicenti. 
Wir sprachen die Vermutung aus, daB nach Verabreichung der Ver- 
bindung im Urin auch die Thormdlensche Reaktion auftreten muB, da 
es sich ja um eine Indolverbindung handelt, deren Pyrrolring unsubsti- 
tuiert ist. Unsere Versuche geben uns im folgenden Recht. 

Das 5-Methylindol ist eine kristallinische Substanz, die die Thor- 
miilensche Reaktion in derselben Art gibt, wie das Indol oder das 
7-Methylindol, ebenso fallt die Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem 
Natrium aus. Ein Kaninchen, dessen Standardindikanausscheidung 
2,26mg bei einer Diurese von 420 ccm betrug, schied nach Ein- 
verleibung von 412,2 mg 5-Methylindol 66,6mg Indikan aus, die 
Diurese betrug 260 ccm. Es handelt sich also um eine Mehraus- 
scheidung von 64,34 mg. 
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Die Versuchsperson, deren Standardindikanausscheidung 30,6 mg 
bei einer Diurese von 1150 ccm betrug, schied nach 299,5 mg des Methyl- 
indols 169,69 mg Indikan aus, die Diurese war 1193 cem. Es handelt 
sich also um eine Mehrausscheidung von 139,36 mg. Das Reaktions- 
produkt des Harnindikans mit dem Hexylresorcinol war nach der 
Oxydation tiefdunkelblau. Die Serumwerte zeigten einen mabBigen 
Anstieg, von 0,037 mg-°% auf @,28 mg-°%, 1 Stunde nach der Verab- 
reichung. Die Thormdlensche Reaktion fiel ebenso aus wie nach Indol- 
verabreichung, nach Essigsdurezusatz farbt sich der nach Laugezusatz 
rotgewordene Urin blau oder blaugriin. Der Verlauf der Extinktionskurve 
als Maf8 der Reaktionsstarke ist dem analog, den wir nach Indol- 
verabreichung fanden, das Maximum der Reaktion tritt 2 Stunden 
nach der Verabreichung ein. Ahnlich wie mit Indol war auch die 
Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium, die entstandene 
blaue Farbe léste sich weder in Chloroform noch in Amylalkohol. Die 
Uroroseinreaktion ergab eine in Chloroform lésliche blaue Farbe, eben- 


so die Obermeyersche Reaktion, es bildet sich 5, 5’-Dimethylindigo, so 


wie nach 4-Methylindol 4, 4’-Dimethylindigo entsteht. Erwirmt man 
den Urin mit salzsaurem Dimethylamidobenzaldehyd, so bekommt man 
eine rote Farbe, die nach NaN O,-Zusatz gelb wird. 

Auf Grund unserer Versuche gehért also auch das 5-Methylindol 
seinem biochemischen Verhalten nach samt dem 4-Methylindol zu der- 
jenigen Gruppe von Indolverbindungen, die nach ihrer Einverleibung 
nicht nur zu einem Anstieg der Indikanausscheidung fiihren, sondern im 
Urin auch den die Thormalensche Reaktion bedingenden Stoff erscheinen 
lassen. Als soleche Verbindungen, deren chemisches Charakteristikum 
der unsubstituierte Pyrrolring ist, haben wir auBer den im Nachtrag 
besprochenen Substanzen das Indol und 7-Methylindol kennengelernt. 
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Bevor wir eine eigene fiir Ascorbinséure recht spezifische Be- 
stimmungsmethode beschreiben, méchten wir die bisherigen Methoden 
einer Kritik unterziehen. 


1. Bemerkungen itiber die Bestimmungsmethode mittels 2, 6-Dichlorphenol- 
indophenols. 


Seit Tillmans* ist die Bestimmung mittels 2,6-Dichlorphenol- 
indophenol am haufigsten angewandt und von vielen Forschern modi- 
fiziert worden. Vor allem ergab es sich, da8 die Mikromodifikation von 
Harris und Ray® fiir praktische Zwecke recht befriedigende Ergebnisse 
liefert. Da aber Ascorbinsaéure nicht in Trichloressigsiure, wohl aber 
in Metaphosphorsaure bestandig ist, wie wir schon vor Jahren hervor- 
hoben *, ist die EnteiweiBung mit der letzteren vorzuziehen, was seit- 
dem von Yamamoto®, Farmer®, Musulin’, Glick® usw. auch bestatigt 
und zur Bestimmung benutzt wurde. Nach Stephens® soll der meta- 
phosphorsaure Extrakt des Blutes bei der Titration schaumig werden 
und der Endpunkt unscharf sein, was wir aber niemals beobachtet 
haben. Im folgenden Beispiel wird eine Aybeitsweise angegeben, die 
sich bei zahlreichen Messungen vollkommen bewihrt hat. 


Wenn sie folgendermaBen ausgefiihrt wird, ist die Bestimmung fiir 
Vitamin C ziemlich spezifisch und sind die gefundenen Werte der 
Konzentration genau proportional, solange die Titrationsmenge ge- 
ringer ist als die Farbstofflésung und die Titration méglichst schnell 


1 Diese Ergebnisse wurden teilweise am 19. Oktober 1935 auf dem 
Biochemischen Kongre8 zu Tokio mitgeteilt. — ? Tillmans und Mit- 
arbeiter, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 60, 34, 1930; 638, 1, 21, 241, 
267, 276, 1932. — * Harris u. Ray, Biochem. J. 27, 303, 1933; Birch, Harris 
u. Ray, ebenda 27, 590, 1933. — * Fujita u. Iwatake, diese Zeitschr. 277, 
293, 1935. —. 5 Yamamoto, Tsujimoto u. Mdasayama; Osaka Fgakkai Zasshi 
38, 3529, 1934. — ° Farmer u. Abt, Proc. Soc. exper. Biol. and Med. 34, 
146, 1936. — 7? Musulin, Woodward, Silversblatt u. King, J. of biol. Chem. 
164, IXXIV, 1936. — 8 Glick u. Biskind, ebenda 115, 551, 1936. — 
® Stephens u. Hawley, ebenda 115, 653, 1936. 
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(innerhalb 1 Minute) ausgefiihrt wird. Bei umgekehrter Anordnung wie 
der Tillmans’, namlich Titration der Versuchslésung mit Farbstofflésung 
in der Biirette, war die Proportionalitaét zwischen den Titrationswerten 
und den Konzentrationen der Ascorbinséiure weniger deutlich. (Die 
Abweichung betragt manchmal 20 bis 50°). 


Ein Versuchsbeispiel. 

Eichung der Ascorbinsdurelésung. Kéaufliche Ascorbinséure ist meist 
nicht 100° ig rein, sondern enthalt mehr oder weniger Dehydroform. Der 
genaue Titer wird folgendermaBen jodometrisch bestimmt. 

Man stellt eine Ascorbinséurelésung her, die 0,54 mg Ascorbinsaéure 
in 20cem 2° iger Metaphosphorséiure enthalt. Dann fiigt man 1 ccm 
25 °oige KJ-Lésung und Il cem n/100 Jodlésung hinzu. Nach 3 Minuten 
wird mit n/200 Thiosulfat titriert. (K J-Zusatz macht den Endpunkt schirfer, 
ohne die Titrationswerte selbst zu andern.) 

Verbrauchte Menge n/200 Thiosulfat: 1,169 cem. 

Da 1 Mol Ascorbinséure mit 2 Atomen Jod reagiert, entspricht 1 ccm 
n/200 Thiosulfat 0,44mg Ascorbinséiure. 0,54 mg Ascorbinséure sollen 
1,230 cem entsprechen. Die Reinheit des verwendeten Praparates war also: 
1,169/1,230 . 100 = 95 %. 

Bereitung der Farbstofflésung. Etwa 3 mg Farbstoff (oder je nach der 
zu messenden Ascorbinséurekonzentration mehr oder weniger) werden in 
150 cem frisch destilliertem Wasser (eventuell unter Zusatz einiger Tropfen 
n/100 NaOH) aufgelést. Erwarmen ist unnétig. Der ungeléste Teil wird 
durch Filtration beseitigt. Die Lésung mu8 schén blau und klar sein. 
Man bereitet sie taglich frisch. Da das Farbstoffpriparat meist unlés- 
liche Beimengungen enthalt, ist die Bestimmung der Konzentration der 
filtrierten Lésung ndtig. 

Eichung der Farbstojflésung mittels Ascorbinsdure. 20ccm (oder je 
nachdem 10 oder 5cem) Farbstofflésung werden mit 1,5 mg-°iger (ge- 
gebenenfalls auch schwacherer) Ascorbinséurelésung in 2°,iger Meta- 
phosphorséure titriert. Der Endpunkt wird durch einen Umschlag von 
rosa nach farblos angezeigt. 

Verbrauchte Ascorbinsaurelésung: 6,0 cem. 

Darin sind also 1,5/100.6,0.0,95 = 0,0855 mg Ascorbinséure ent- 
halten. 20ccem Farbstofflésung entsprechen daher 0,0855 mg Ascorbinsaure. 

Bestimmung der Ascorbinsdurekonzentration der Lésung. Dieselbe 
Menge Farbstofflésung wird mit der zu bestimmenden Ascorbinséurelésung 
in 2% iger Metaphosphorsaure titriert. (Uber die Herstellung des meta- 
phosphorsauren Extraktes vgl. die folgende Arbeit.) Der Titrationswert 
war 12,35ccm. Der Ascorbinséuregehalt der zu bestimmenden Lésung 
ist also: 

0,0855/12,35 . 100 = 0,692 mg pro 100cem Lésung. 

Wenn die zu bestimmende Lésung zehnfach verdiinntes Filtrat war, 

so ist der Ascorbinséuregehalt in der Versuchssubstanz : 


0,692 . 10 = 6,92 mg-%. 
Die auf diese Weise bestimmten Werte sind fiir Ascorbinsaure 
ziemlich spezifisch, wie Tabelle I zeigt. 
Beim Versuch von Tabelle I wurden reduzierende Substanzen in 
2° iger Metaphosphorsdure gelést und wie oben beschrieben verfahren. 
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Tabelle LI. 





100 mg-°/) reduzierende Substanz entsprechen mg-°/, 
Reduzierende Substanzen Ascorbinsiure 





2°/oige Metaphosphorsiure 2,2°/sige Sulfosalicylséure 


unmeBbar, da FeSO, 


BONO Fe rhe ee oe "69,0 allein mit Sulfosalicyl- 
| siure rot wird 
Glucoredukton . ...... 27,4 26,1 
Natriumthiosulfat . . ... . 24,0 26,6 
Phenylhydrazin....... 20,4 11,2 
MUIORGNGA: kc se 17,5 6,1 
Na-Hydromilfit ....... 7,8 11,3 
eS eee 3,3 0 
Hydrochinon . . , 2.5 2,0 
Thioglykolsaure . 1,9 5,8 
Natriumsulfit 1,8 4.1 
Pyrogallol 1,4 1,3 
Thiomilchsaure . 1,0 2.9 
Cystein 0,7 0,7 
Glutathion 0,04 0 
Gerbsaure 0,02 0,05 
Gallussaure . 0 0 
l-Adrenalin . 0 0,05 
Harnsiaure 0 0 
Na-Pyruyat. 0 0 


In Tabelle I ist angegeben, wieviel Milligramm Ascorbinsaure jeweils 100 mg 
der betreffenden wasserfreien reduzierenden Substanz (in 100 ccm) ent- 
sprechen. 

Wie ersichtlich, ist der Einflu8 anderer reduzierender Substanzen 
auBer Ascorbinsaéure nicht sehr groB, da die Substanzen wie Gluco- 
redukton', FeSO, und Natriumhydrosulfit bei der Bestimmung der 
biologischen Objekte in stérender Konzentration kaum vorkommen. 
Dagegen hat Natriumthiosulfat, wenn es in geniigender Konzentration 
_vorliegt, bedeutenden Einflu8 auf die Bestimmungswerte. Nach 
v. Eekelen? ist Thiosulfat im normalen Menschenharn in ziemlich geringen, 
im Diabetesharn sowie Katzenharn aber in bedeutender Menge ent- 
halten. In so!lchen Fallen sind die mittels Farbstoff gefundenen Werte 
moglicherweise mehr oder weniger zu hoch. Cystein kann die Resultate 
nur dann beeinflussen, wenn sehr viel davon vorhanden ist. Bei pflanz- 
lichen Geweben, in denen viele reduzierende Substanzen, wie Tannin, 
Pyrogallol usw., enthalten sind, kénnen die gemessenen Werte héher als 
die richtigen sein. 

Wachholder*® hat neuerdings fiir Indophenoltitration Sulfosalicylsaure- 
extrakt empfohlen. Die Spezifitat ist nach unseren Versuchen ungefahr 


1 Dargestellt nach v. Euler u. Martius, Ann. Chem. 505, 73, 1933. — 
2 », Eekelen, Nature 135, 37, 1935. — *® Wachholder u. Podesta, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 239, 149, 1936. 
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Tabelle II. 
A. Stabilitat der Ascorbinsaure in 2° ,iger Metaphosphorsaure, 
gemessen nach der Indophenolmethode. 





tu wattrvachends Lécune Zeit nach Herstellung Gemessene Ascorbinséure 
Std. mg-°/5 
4,32 mg-%ige Ascorbin- Sofort 4,82 
saure 5 (bei 20°) 4,32 
Danach 19 (bei 0° bis 5°) 4,32 
a SBC. Ff WP 4,30 
ms 16 OF. a 4,20 
Rattenleberextrakt (1: 10) Sofort 1,48 
6 (bei 27°) 1,48 
Danach 48 (bei 0° bis 5°) 1,48 
» ete ey BS 1,17 
Rindernierenextrakt (1: 10) Sofort 0,886 
5 (bei 17,5) 0,886 
24 (bei 16° bis 17,5°) 0,634 


B. Stabilitat der Ascorbinsaure in 2,2°,iger Sulfosalicylsaure. 
1. EinfluB des Zusatzes von Glutathion, gemessen nach der 
Indophenolmethode. 

AS = Ascorbinséure, GSH = Glutathion. 





Zeit nach 
Herstelling 


Gemessener Ascorbinsiuregehalt (mg-° |») 


9: -9 Ss 3,98 -9/, AS 3,95 z-0ig AS 
(20°) 8,93 mg-%o AS 10.08 ten-4 GSH + 20,04 tee "4, GSH + "hor pt GSH 
Sofort. . . 3,91 4,11 4,01 3,95 
i See 3,75 3,97 3,97 3,93 
ee 3,53 3,65 3,77 3,61 
eS a 3,52 3,38 3,59 3,27 
. eS cae 3,45 3,13 3,53 3,22 
SN ee ae 3,35 3,05 3,41 3,05 


2. Gewebeextrakt. 








Zeit nach Gemessener Ascorbinsi&ure- Zeit nach Gemessener Ascorbins&ure- 
4 y F; 0) - rel lt 0 
Herstellung oaen..... m= (mg +. an ____| Herstellung ee. ims 0) 
(179 bis 189 Rattenleber Rattenniere 79 bis 180 Rattenleber Rattenniere 
sill oe iatt (1: 10) (1:10) eeeaey (1: 10) (1: 10) 
Sofort 1,71 1,22 § Std. . 1,41 0,97 
<* ooo 1,63 1,14 i, 1,33 0,92 
: Tae ace 1,54 1,08 ao 1,17 0,84 





dieselbe, wie Tabelle I, Spalte 3 zeigt. Dagegen ist die Ascorbinsaure in Sulfo- 
salicylsiure selbst bei Zusatz der zehnfachen Menge Glutathion nicht stabil 
genug, wahrend sie in Metaphosphorsaure vollkommen stabil ist (Tabelle I). 

Bei Sulfosalicylsiureextrakt mu also die Bestimmung moglichst 
schnell ausgefiihrt werden. Sulfosalicylsiure hat daher keinen Vorteil 
vor Metaphosphorsaure. 











176 A. Fujita u. T. Ebihara: 


2. Bemerkungen iiber die Bestimmungsmethode mittels Methylenblau. 


Martini! hat beobachtet, daB die Ascorbinséure in saurer Lésung 
bei geniigend intensiver Belichtung die Fahigkeit gewinnt, Methylenblau 
in ganz kurzer Zeit zu entfarben, und hat auf Grund dieser Tatsache eine 
Bestimmungsmethode angegeben, die von Ammon?, Gabbe?, Neuweiler 4, 
Wacholder® u.a. nachgepriift und benutzt worden ist. Ammon und 
Mitarbeiter sowie Gabbe haben mit dieser Methode bedeutend niedrigere 
Werte als mit der Indophenolmethode erhalten und zwar manchmal 
1/, bis!/,. Die Autoren sind der Meinung, daB die Methylenblaumethode 
deshalb weitaus spezifischer ist als die Indophenolmethode, und daB alle 
mit den anderen Methoden gefundenen Werte, die héher sind als die 
Werte der Methylenblaumethode, keine Vitamin C-Werte sind. New- 
weiler hat den Einflu8 des pu auf die gefundenen Werte untersucht ; nach 
Beriicksichtigung dieses Einflusses divergieren die mit der Methylen- 
blau- sowie der Indophenolmethode gefundenen Werte nicht so stark, 
sondern die Ubereinstimmung ist eine ziemlich gute. Wachholder hat die 
Notwendigkeit der geniigend .intensiven Belichtung hervorgehoben. 
Nach ihm ergab die Methylenblaumethode manchmal wesentlich nie- 
drigere Werte (bis 30—40°% der Indophenolwerte bei glatten Muskeln 
und Herzmuskeln), teilweise aber auch wesentlich héhere Werte (bis 
180 °% der Indophenolwerte, wie bei fétalem Herz und Leber). Er ist der 
Meinung, daB die niedrigeren Werte immer die richtigeren sind. Da aber 
die Indophenolwerte von den Werten der neuen fiir Vitamin C recht spezi- 
fischen kolorimetrischen Methode, die in der folgenden Arbeit ausfiihrlich 
beschrieben werden soll, nicht sehr viel abweichen und niemals ent- 
schieden niedriger liegen, haben wir die Methylenblaumethode folgender- 
maBen gepriift. 

Die entfarbte Methylenblaumenge kann durch Titration nach Martini 
nicht genau bestimmt werden. Wir haben deshalb den Verlauf der Ent- 
farbung mit dem Pulfrich-Photometer zeitlich verfolgt. 

Man stellt verschieden konzentrierte Ascorbinséurelésungen in 8 °,iger 
Trichloressigsiure her; zu je 5ccem derselben fiigt man der Reihe nach 
2,0 cem einer Lésung von 15 °,igem Na-Citrat in 4 °,igem Na-Bicarbonat, und 
1,0 cem 5 % iges Natriumthiosulfat zu und mischt gut. Dazu werden 2,0 ccm 
10 mg-%ige Methylenblaulésung zugesetzt, gemischt, in eine Kiivette mit 
5mm Schichtdicke eingefiillt und die Extinktionen mit dem Pulfrich- 
Photometer (Filter S 66,6) gemessen. Die Proportionalitat zwischen Me- 
thylenblaukonzentration und Extinktion unter den Versuchsbedingungen 
ist durch besondere Versuche bestatigt worden. Man belichtet dann die 
Kiivette, indem man sie in den Bildpunkt des Strahlengangs des Lichtes 
legt, welches von einer Metallfadenlampe (fiir Kinematographen, 100 Volt, 
500 Watt) durch wassergefiillte Kolben hindurchtritt, und die Extinktionen 


1 Martini u. Bonsignore, diese Zeitschr. 278, 170, 1934. — * Ammon 
u. Hinsberg, Klin. Wochenschr. 1936, S. 85; Coffier u. Ammon, Zentralbl. f. 
Gynak. 1936, S. 1. — * Gabbe, Klin. Wochenschr. 1936, S. 292. — * Neu- 
weiler, ebenda 1986, S. 854. — 5 Wachholder u. Podesta, |. c. 
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méglichst schnell abliest. Als Kontrolle diente eine Lésung, die anstatt 
der sauren Ascorbinsaéurelésung nur 8°,ige Trichloressigsaure enthielt, 
sowie die Lésung, die statt dessen nur destilliertes Wasser enthielt. Der 
Reaktionsverlauf wird in Abb. 1 gezeigt. 
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Abb. 2. 


Man sieht, daB der Verlauf der Methylenblauentfarbung keineswegs 
einfach ist. Wenn man als Kontrolle, wie Martini angibt, diejenige 
Lésung benutzt, der statt saurer Ascorbinsaurelésung nur destilliertes 
Wasser zugegeben wurde, so ist die entfarbte Methylenblaumenge der 
Konzentration wahrend 15 Sekunden ziemlich proportional. Wenn 
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man aber als Kontrolle eine Lésung nimmt, der statt saurer Ascorbin 
lésung 8 °ige Trichloressigséure zugesetzt wurde, sind die Verhaltnisse 
nicht so durchsichtig. Uberdies farbt sich die einmal entfarbte Lésuny 
wieder, und die Starke und Geschwindigkeit der Entfarbung ist je nach, 
der Konzentration sehr verschieden. Dasselbe gilt auch beim Versuch, 
mit 8%iger Sulfosalicylsiure nach Wachholder. Den Reaktionsverlauf 
zeigt Abb. 2. 


Selbst beim Versuch mit reiner Ascorbinsaure sind die Verhaltnisse 
sehr kompliziert, und die gemessenen Werte kénnen daher nicht zuver 
lassig sein, um so weniger bei der Messung mit tierischen und pflanzlichen 
Geweben, deren Beimengungen den Entfarbungsverlauf verschieden 
stark beeinflussen kénnen. Wir kénnen also auf die mit dieser Methode 
gefundenen Werte nicht viel Gewicht legen. 


3. Bemerkungen iiber die kolorimetrischen Bestimmungsmethoden. 


Die kolorimetrische Methode von Bezssonoff{! mittels Monomolybdo 
phosphowolframsaure zeigt auch mit Hydrochinon, Glucoredukton, Cate- 
chin, Chinhydron, Brenzcatechin usw. 
positive Reaktionen und nach Wach- 
holder auch mit Harnséure in den Kon- 
zentrationen, die im Harn vorkommen 
kénnen. Die Farbe ist je nach der zu 
gesetzten Menge der Reagenzien sehr 
veranderlich. Nach den Untersuchungen 

: von v. Euler? mit Harn liegen die ge- 

ry eo pl nr messenen Werte bedeutend hoher als 
skure. Pulfrich-Photometer die Indophenolwerte. Die Spezifitat 
(6 mm, S 72). der Methode ist daher bedeutend ge- 

ringer als die der Indophenolmethode. 

Die Methode von Tauber®, bei der die Ascorbinséure durch Ferricyanid 
in saurer Loésung oxydiert und das entstandene Ferrocyanid als Berlinerblau 
kolorimetrisch bestimmt wird, ist nach der Angabe der Autoren nicht 
spezifisch genug fiir Ascorbinséure, da Pyrogallol, Cystein, Glutathion (in 
hohen Konzentrationen) und Tannin dieselbe Reaktion zeigen. 











JOMIN 


Die Methode 4, die der eine von uns mit Jwatake und Miyata bereits 
beschrieben hat, lie8 nach fortgesetzten Untersuchungen mit dem Pul- 
frich-Photometer noch viel zu wiinschen iibrig. Die entstandene Farbe 
ist nicht stabil genug. Bei 0° ist sie am bestandigsten. Nach dem Mischen 
der auf 0° abgekiihlten Reagenzien wird die Farbe wahrend der ersten 
3 Minuten allmahlich verstarkt, bleibt dann etwa 6 bis 7 Minuten kon- 
stant, um schlieBlich wieder abzusinken (Abb.3). Im Bereich der 


' Bezssonoff u. Mitarbeiter, Zeitschr. f. Vitaminforsch. 5, 193, 1936; 
Klin. Wochenschr. 1935, S. 1364; Bull. Soc. Chim. Biol. 16, 1160, 1934. 

2 v. Euler u. Burstrém, diese Zeitschr. 288, 153, 1936. 3 Tauber u. 
Kleiner, J. of biol. Chem. 108, 563, 1935. — 4 Fujita, Iwatake u. Miyata, 
diese Zeitschr. 277, 296, 1935. 
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bin maximalen Farbung sind die im Pulfrich-Photometer (5mm, S72 
Mnisse gemessenen Extinktionen den Ascorbinsaurekonzentrationen bis 5 mg-°% 
jsuny genau proportional (Abb. 4). Wenn man die Lésung auBerhalb der Meb- 
nacl zeit immer mit Eiswasser kiihlt, halt die Farbe noch bedeutend linger 
rsuch, an. Ein Beispiel ist in Abb. 5 angefiihrt. Je héher die Temperatur ist, 
rlauf desto schneller laBt die Farbe nach. Auch ist die Héhe der Extinktionen 
von der Temperatur abhangig: Je 
nisse tiefer die Temperatur, desto gréBer 
ver ed a et werden die Extinktionen. AuBerdem 
chen i ae as se Fs a kann diese Reaktion durch Anwesen- 
eden 
hode ™ 
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usw. Abb. 4. —» Konzentration der Abb. 5. Rinderlinsenextrakt (1:10) in 
ach. Ascorbinsdure in 2 °/9iger Meta- 2°/,iger Metaphosphorsaéure. <> im Pulfrich- 
Kon- phosphorsiure Pulfrich-Photo- Photometer, sonst in Eiswasser. 
5 572 
men meter (5 mm, 5 72). 
rzu : F : 40 ¥ ; o& Mot 
ilies heit von Adrenalin bedeutend beeinfluBt 404mg % Ascorbinsaure in 2% Meta 
seni : 2 i phasphorsaure 
ngen werden, die Farbe verblaBt dabei u 1 (4) 
) ge- schneller (Abb. 6). Infolgedessen kénnen 
— die fiir Nebennieren gefundenen Werte 
itat . . : : + : . 
pa nicht richtig sein. Uber diesen Nach- 
ode. teil ist schon von uns? und auch von 
anid v. Eekelen? berichtet worden. x(1)+3.07 mg % Adrenalin 
é : o(ftsZ05mg% * 
_ Bestimmungsmethoden mit Phospho- tbe mg % ° 
aC nt 18-wolframsaure sind von Laporta*®, Ya- a307mg % Adr in 2% Mefaphasphorsaure 
in mamoto*, Medes® und Wachholder® mit- 7 2 3 Y Min. § 
geteilt worden. Die Methode von Medes Abb. 6. 
eits ist eigentlich fiir Harn ausgearbeitet 
yl. worden. Er hat die Farbreaktion bei py 5 verwandt. Nach unseren Unter- 
ee suchungen ist diese Reaktion fiir Ascorbinséure nicht spezifisch genug, da 
hay sie mit zunehmendem pq weniger scharf wird. Nach der Vorschrift des 
hen Autors gepriift, zeigten die folgenden Substanzen deutlich positive Reaktion: 
ten Glucoredukton, Brenzcatechin, Pyrogallol, Hydrochinon, Dioxyaceton, Gerb- 


saure, Gallussiure, Adrenalin (nicht aber in Gegenwart von Ascorbin- 
siure), Phenylhydrazin, Natriumhydrosulfit, Methylglyoxal, Ferrosulfat 
usw. Bei den iibrigen drei Methoden wird bei px 2 gemessen. Die 


Spezifitat steigt dadurch bedeutend (vgl. Tabelle IIT). 


on- 
der 


36; 


1 Fujita u. Ebihara, Tokyo IJjishinshi 2966, 1, 1936. 2 v, Eekelen, 
Acta Brevia Neerl. 5, 41, 1935. — *® Laporta, Bull. Soc. Ital. Biol. 10, 
318, 1935. — * Yamamoto, Osaka Igakkai Z. 34, 2441, 1935. 5 Medes, 
Biochem. J. 29, 2251, 1935. — ® Wachholder u. Podesta, |. c. 
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Tabelle III. Kolorimetrische Methode von Wachholder. 





100 mg-9/9 | 

Reduzierende Substanzen ies on | Bemerkungen 

sprechen mg-9//| 

Ascorbins&ure I 
Glucoredukton ... 198,0 blau 
Ce 23.6 | dlau 
Phenyldyrazin .. . 12,9 gelblichgriin 
Na-Hydrosulfit . . . 6,6 blau, getriibt (nach Zentrifugierung klar) 
PR iy ve. a ee 4,7 blau 
6 ee, Sa 4.2 gelbgriinlich, getriibt (nach Zentrifugierung klar) 
Thioglykolsiure. . . | 2,1 griin 
Na-Thiosulfat. . . . 1,6 griin, getriibt (nach Zentrifugierung klar) 
Thiomilehsaure . . . 0,75 gelblichgriin 
Dioxyaceton .... 0,53 gelblichgriin 
Glycerinaldehyd. . . 0,29 . — gelblich 
| Sa 0,29 gelbbriunlich 
l-Adrenalin. . .. . 0,14 gelbbraunlich 
Na-Pyruvat. .... 0,10 gelb 
Gallussaure. .... 0,07 gelbbriunlich 
Brenzkatechin. . . . 0,07 i gelbbraunlich 
Hydrochinon .... 0,06 — gelb 
Oe a rr 0,06 gelb 
Gerbsfure ..... 0,05 gelbbriunlich 
Qletathion ,. .. <.:. 0,04 gelb 


Negativ waren: Phloroglucin (0,01 m), Resorcin (0,01 m), Na-Sulfit 
(0,01 m), Orein, Kreatinin, Phenol, Harnsaure, Methionin. 


Beim Sulfosalicylsiureextrakt wie bei der Methode von Wachholder 
fallt die Farbe je nach Art der reduzierenden Substanz sehr verschieden aus. 
Mit ungeniigend gefiltertem Licht, wie beim Langeschen photoelektrischen 
Photometer statt des Pulfrich-Photometers, wird der Fehler bei Gegenwart 
der vielen stérenden Substanzen noch gréBer. Mit dem gewdhnlichen 
Kolorimeter ist das Arbeiten wegen des Farbenunterschiedes in solchen 
Fallen schwierig. Ungiinstig ist, daB die Farbe bei der Arbeitsweise von 
Wachholder stark von py-Schwankungen abhingt. Die Farbenintensitat 
ist der Ascorbinséurekonzentration nur bis 1,5 mg-°, proportional. Dasselbe 
gilt fiir die Methode von Yamamoto, woriiber schon ausfiihrlich diskutiert 
wurde (vgl. Ebihara'). 


Nach Wachholder weichen manchmal die gemessenen Werte der 
tierischen Gewebe von den Indophenolwerten je nach dem Objekte sehr 


' Ebihara, Tokyo Ijishinshi 2987, 28, 1936. 
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verschieden ab (bei Lunge 16 bis 80%, der Indophenolwerte), und 
betragen bei manchen Geweben nur 15 bis 20°% der Indophenolwerte, 
wahrend sie bei anderen Geweben bedeutend héher liegen, z. B. bei Herz 
15 bis 20% héher, bei Skelettmuskeln sogar 250% héher als die Indo- 
phenolwerte. Da wir mit unserer verbesserten kolorimetrischen Methode 
(vgl. folgende Arbeit) niemals solche UnregelmaBigkeiten fanden, 
sondern die Indophenolwerte entweder fast gleich oder etwas gréBer 
(bis 20 oder 30 %) sind, ausgenommen in den Fallen, bei denen die Messung 
wegen des kleinen Ascorbinsauregehalts ziemlich ungenau ist, so sind 
solehe Schwankungen unseres Erachtens auf die Ungenauigkeit der 
Methodik zuriickzufiihren. 


Zusammenfassung. 


Verschiedene bisher angegebene Bestimmungsmethoden wurden 
vergleichend untersucht und die Nachteile der einzelenn Methoden 
erértert. Die Methylenblaumethode sowie die kolorimetrischen Methoden 
erwiesen sich als noch nicht sicher genug. Dagegen gibt die Indophenol- 
methode, bei Beachtung der nétigen VorsichtsmaBregeln, zuverlassige 
Ergebnisse. 











Kolorimetrische Bestimmung 
von Vitamin € mittels Phospho-18-wolframsiure '. 
I. Mitteilung: 
Bestimmung der reduzierten Form von Vitamin C. 
Von 
Akiji Fujita und Tsutomu Ebihara. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio. 
(Eingegangen am 24, Dezember 1936.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der vorstehenden Arbeit wurden die méglichen Fehlerquellen der 
bisher angegebenen Methoden erértert. Im folgenden wird eine kolori- 
metrische Bestimmung der Ascorbinséure mittels Phospho-18-wolfram- 
siure beschrieben, die beziiglich der Spezifizitat sowie der Zuverlassig- 
keit die anderen Methoden entschieden iibertrifft. Sie beruht darauf, 
da8 man Folin-Reagens bei einem px von etwa 3 in geniigend ge- 
pufferter Lésung durch Ascorbinséure reduziert, nachdem die anderen, 
ebenfalls das Reagens reduzierenden Substanzen durch Monojodessig- 


siure reaktionsunfahig gemacht worden sind. Die dabei entstehende 
bekannte, schén blaue, héchst stabile Farbe wird zur kolorimetrischen 


Bestimmung verwandt. 
Reagenzien. 
1. 5°,ige Metaphosphorsdure. 

5g Acidum phosphoricum glaciale meta pro analysi (Schering-Kahl- 
bawm) werden in 100 cem Wasser ohne Erwarmen gelést. Bei Aufbewahrung 
im Eisschrank (0 bis 5°) ist die Lésung sehr lange haltbar. Die etwa ent- 
stehende kleine Menge Niederschlag wird abfiltriert. Selbst nach 45 Tagen 
konnten wir das Reagens ebenso gut wie die frisch bereitete Lésung benutzen. 


2. Phosphatpujfer (py 6,2). 

8,17 g primares Kaliumphosphat und 6,97 g sekundares Kaliumphosphat 
werden in Wasser gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. Elektrometrisch ge- 
messen, zeigt die Lésung py 6,20 bei Zimmertemperatur. Im Eisschrank 
aufbewahrt, ist sie lange haltbar. 


3. 1 mol. Monojodessigsdure. 


18,6 g Monojodessigsiure werden in wenig Wasser gelést —- das etwa 
vorhandene freie Jod wird mit Thiosulfat beseitigt — und auf 100 ccm 


y) 


aufgefiillt. Ein kleiner Uberschu8 von Thiosulfat hat auf die Bestimmung 


1 Die vorliegenden Ergebnisse wurden am 20. September 1936 auf dem 
Biochemischen KongreB zu Niigata mitgeteilt. 
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inen EinfluB! (nicht aber bei der Indophenolmethode !). Unreine Praparate 
mnen leicht durch Umkristallisieren aus Wasser gereinigt werden. Im Eis- 
s<chrank aufbewahrt, ist die Lésung lange haltbar. Vor dem Gebrauch ist 
ratsam, die Abwesenheit von freiem Jod durch Zusatz von Starke nach- 
iweisen. Zu beachten ist, daB man die Finger nicht mit der Jodessig- 
aure benetzt, da sie stark atzend wirken kann. 


1. Folin-Reagens. 


Man stellt zundchst nach der Vorschrift von Folin* molybdanfreies 
Natriumwolframat her. Wir fallen aber das Wolframat in der letzten Stufe 
der Ausfiihrung durch Zusatz des gleichen Volumens Alkohol und trocknen 
durch Erhitzen im Trockensehrank bei 105° bis zur Gewichtskonstanz. 

17,7 g kristallwasserfrei getrocknetes Wolframat werden mit einem Ge- 
misch von 6,5 cem 85 °,iger Orthophosphorsiure (spez. Gew. 1,710, Merck) 
und 30 cem destilliertem Wasser aufgenommen. Man erwarmt die Lésung 
am RiickfluBkiihler (eingeschliffen) zuerst langsam mit kleiner Flamme. 
Die Fliissigkeit wird bald klar. Das Erhitzen wird etwa | Stunde lang 
fortgesetzt. Nachdem die Fliissigkeit einigermafen abgekiihlt ist, fiigt man 
eine kleine Menge Bromwasser hinzu (bis die Bromfarbe sichtbar wird), 
mischt gut und vertreibt durch Erhitzen das iiberschiissige Brom. Nach dem 
Abkiihlen wird mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. Die so gewonnene 
Fliissigkeit ist leicht gelblichgriin und klar. Mit Chinhydronelektrode ge- 
messen ergibt sich bei Zimmertemperatur ein py von 3,35. Die ganz wasser- 
klare Fliissigkeit, die man bei Verwendung von 20¢ statt 17,7 g erhalt, 
erwies sich fiir die Bestimmung als unzweckmabig. 


Ausfiihrung. 


5 oO 


1. Zu x g des zu untersuchenden Objekts werden 4 # cem 5 °,ige Meta- 
phosphorsaure zugesetzt, nach Zusatz gereinigten Seesandes wird im Morser 
gut gemahlen. Dazu werden 5 x ccm destilliertes Wasser hinzugefiigt und gut 
gemischt. Nach einiger Zeit (etwa 5 bis 10 Minuten) wird stark zentrifugiert 
(15 bis 20 Minuten bei 3500 Touren pro Minute) und die iiberstehende klare 
Fliissigkeit abfiltriert. Dadurch bekommt man ein zehnfach verdiinntes 
Filtrat. Bei den tierischen Geweben ist das Filtrat von Leber manchmal 
etwas getriibt, was aber kein Zeichen unvollkommener EiweiSentfernung 
ist?. Die Triibung ist fiir die Bestimmung nicht stérend, da sie bei der 
weiteren Behandlung vollkommen beseitigt wird. 

Bei geringerem Vitamingehalt stellt man fiinffach verdiinntes Filtrat 
her, indem man zu xg Substanz 2 #ccm 5 °,ige Metaphosphorséure und 
2x2cem destilliertes Wasser hinzufiigt, oder 1,67fach verdiinntes Filtrat 
durch Zusatz von 2 2cem 5° ,ige Metaphosphorséure zu 3 x2 g Gewebe. 

2. Zu 4,0cem des Filtrats werden 2,0cem Phosphatpuffer (py 6,2) 
gegeben. Die Mischung wird im Wasserbad 5 Minuten auf 40° erwarmt. 
Man setzt nun 1,0 cem Folin-Reagens zu und erwairmt nach Durchmischen 
weitere 10 Minuten auf 40°. Dann kiihlt man mit flieBendem Wasser min- 


1 Vgl. Tabelle IV dieser Arbeit sowie Tabelle 1 der vorangehenden 
Arbeit (diese Zeitschr., S. 174). — ? Folin, J. of biol. Chem. 106, 311, 1934. 
— * Bei getriibtem Filtrat kann man manchmal dadurch vollig klares 
Filtrat bekommen, daB man nach Zusatz von 1 ccm Methylalkohol zu 3 ccm 
Filtrat filtriert. Bei der Berechnung ist dann mit 4/3 zu multiplizieren. 
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destens 10 Minuten ab. Die Lésung zeigt je nach dem Ascorbinsauregeha | 
schéne, blaue Farbe. Das py des Gemisches ist, mit Chinhydronelektrod 
gemessen, 3,08 bei Zimmertemperatur. Etwas getriibtes Filtrat, wie z. B. be: 
Leber, klart sich nach Zusatz der Reagenzien wahrend des Abkiihlens im 
kalten Wasser unter Ausscheidung eines weiBen Niederschlags. Die zentri- 
fugierte Fliissigkeit wird dann zur Messung benutzt. 

3. Die gefarbte Fliissigkeit wird mit dem Pulfrich-Photometer (5 mm 
Kiivette, Filter 8 72) gemessen. Als Kontrolle nimmt man gewohnlici 
Wasser. Der zu bestimmende Ascorbinsauregehalt (a2 mg pro 100 g Substanz) 
wird nach folgender Formel berechnet: 


@ = 8,13.(E—E,).», 


wobei E die Extinktion des Hauptversuchs, 2, die des Blindversuchs, 
v die Verdiinnung bedeutet. Der Blindversuch ist bei den meisten tierischen 
Geweben nicht nétig, weil das Filtrat kaum von Filter 8S 72 absorbierbare 
Substanz enthalt. Bei einigen pflanzlichen Geweben, bei denen die zu 
messende Fliissigkeit stark gefarbt ist, ist der Blindversuch nétig. In solchen 
Fallen setzt man statt Folin-Reagens ungefihr 0,3nH,SO, zu. HE — E, 
entspricht der gemessenen Extinktion, wobei die Kontrollkiivette mit Blind- 
versuchsfliissigkeit gefiillt war. Bei dieser Ausfiihrung ist ein Ascorbin- 
sauregehalt bis herab zu 0,03 mg-° meBbar. 


Bemerkungen. 


1. Die entstandene Farbe ist sehr besténdig. Nachdem die Lésung 
1 Minuten lang in flieBendem Wasser gekiihlt worden war, wurde sie 
5 Stunden bei Zimmertemperatur (ungefihr 15°) stehengelassen, eine 
Farbabnahme aber nicht beobachtet. Darauf wurde die Lésung 
24 Stunden im Eisschrank (0 bis 4°) aufbewahrt. Die Extinktionen waren 
dann noch unverandert. 

2. Da die Farbe sehr bestandig ist, kann auch ein gewéhnliches 
Kolorimeter benutzt werden. 

3. Zu dunkelfarbige Lésungen kénnen mit destilliertem Wasser 
beliebig verdiinnt werden. Die Extinktionen sind umgekehrt pro- 
‘portional der Verdiinnung. 

4. Bei zu geringem Ascorbinsauregehalt kann man sich mit Mikro- 
kiivetten gréBerer Schichtdicke oder durch Zusatz gemessener Mengen 
Ascorbinsaure helfen. 

5. Die Extinktionen sind bis zur Konzentration von 10 mg-%, 
Ascorbinséure den Konzentrationen genau proportional. Konzen- 
triertere Lésungen miissen entsprechend verdiinnt werden. 

6. Die Extinktionen sind von der Temperatur fast unabhangig. 
Zwischen 0, 15 und 23° konnten wir keinen Unterschied finden. 

7. Wenn der Kiivetteninhalt kalter als die Umgebung ist, so ver- 
dichtet sich manchmal Wasserdampf an den Glasoberflachen der Kiivette. 
In solchen Fallen ist es ratsam, die Glasoberfliche zu benetzen. 

8. Bei 40° farbt sich die Lésung nach Zusatz von Folin-Reagen= 
fast sofort maximal, und selbst nach 1 Stunde langem Aufenthalt im 





eha'; 
trod 
3. bei 
IS 


‘ntri- 


mn 
nlich 
tanz) 


uchs, 
chen 
rbare 
e zu 
ichen 


sung 
e sie 
eine 
sung 
aren 


iches 


asser 


pro- 


ikro- 
ngen 


ig- . 0 
1Zen- 


ngig. 
ver- 
ette. 


wens 
It im 


Bestimmung von Vitamin C mittels Phospho-18-wolframsaure. I. 185 


Wasserbad bleibt die Extinktion konstant. Die in der Vorschrift an- 
vegebene Eintauchdauer von 10 Minuten braucht nicht sehr streng 
eingehalten zu werden. 


9. Bei dieser Methode ist einer pu-Anderung durch geniigenden 


Pufferzusatz weitgehend vorgebeugt, so daB man saure Lésungen, 
die bei pflanzlichen Geweben, wie bei Citronensaft, vorkommen kénnen, 
nicht vorher zu neutralisieren braucht. 


10. In der Literatur wird angegeben, daB eine einmalige Extraktion 
beider Untersuchung der Gewebe ungeniigend ist. Bei unserer Anordnung 
wird angenommen, da sich die Ascorbinséure sowohl in der iiber- 
stehenden Fliissigkeit als auch in den EiweiBniederschlaigen gleichmabig 
verteilt. Um diese Annahme zu priifen, haben wir folgenden Versuch 
gemacht. 


Zu 1 g zermahlenem Brei von Rindernebenniere wurden 16 ccm 5 °,ige 
Metaphosphorsaiure und 23cem Wasser zugesetzt und vorschriftsmaBig 
weiter behandelt. Wir fanden in 1 g Nebenniere 0,945 mg Ascorbinsaure. 


In einem weiteren Versuch nahmen wir | g des Breies, setzten 2 cem 5°, ige 
Metaphosphorsaure, 2 cem Wasser und 7 cem 2 °,ige Metaphosphorsaure zu, 
zermahliten mit Seesand griindlich und benutzten nach dem Zentrifugieren 
die itiberstehende Fliissigkeit. Der Niederschlag wurde mit 2 °,iger Meta- 
phosphorséure fiinfmal gewaschen und zentrifugiert. Waschfliissigkeiten 
und Extrakt wurden zusammengemischt. Im ganzen betrug das Volumen 
48 cem. Mit einem gleichen Teil der Fliissigkeit wurde der Ascorbinsiéure- 
gehalt gemessen. Er betrug 2,035 mg-°,. Da im ganzen 48 cem Filtrat vor- 
lagen, wurden je 1g Nebenniere 0,978 mg Ascorbinséiure gefunden. Die 
beiden Resultate stimmen innerhalb der Fehlergrenze von 3 °,, iiberein. Die 
obige Annahme erwies sich somit als praktisch richtig. 


Experimentelles. 
1. Absorptionsspektrum der gefdrbten Lésung. 
7,8 mg- °oige Ascorbinsaéurelésung in 2 °,iger Metaphosphorsaéure wurde 


vorschriftsmabBig behandelt. Von dieser Lésung wurden die Extinktionen 
mit verschiedenen Filtern gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. | dargestelit. 


02 ete [| 
"Y20 460 500 540 580 620 660 700 740 TYh 
Wellen/ange —= 
Abb. 1. 
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Wir haben deshalb als geeignetsten Filter S 72 benutzt. 
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2. Extinktion und py. 


Zu 4,0 cem 3,7 mg-°,iger Ascorbinsaurelésung in 2 °,,iger Metaphospho: 
siure wurden 2,0 com Phosphatpuffer und 1,0cem 1 mol. Monojodessigsaur: 
zugesetzt. Das py der Lésungen wurde durch Zusatz verschiedener Menge: 
12,25n HC) verandert und weiter vorschriftsmaBig verfahren. Die gemessenen 
Extinktionen sind in Abb. 2 angefiihrt. Die Kor 
rektion infolge Volumenanderung durch Zusat, 
konzentrierter HC] wurde als klein vernachlassigt 
F at Die py-Messung erfolgte elektrometrisch mit de: 

Chinhydronelektrode. 





Wie aus Abb. 2 ersichtlich ist, sind die Ex 
tinktionen bei px 3 von px-Anderungen ziemlich 
unabhangig; unterhalb von pu 2,6 werden die 
Extinktionen dagegen bedeutend vom pxy-Wert 
beeinfluBt. In der Vorschrift wurde deshalb 
pu 3,0 gewahlt. 





3. Extinktion und Ascorbinsdurekonzentration. 
Verschieden konzentrierte Ascorbinsaéurelésungen in 2°,iger Meta 
phosphorséure wurden hergestellt und vorschriftsmaéBig behandelt. Die 
gemessenen Extinktionen sind in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. Die f-Werte (f = mg-%,/E) 

sind innerhalb 10 mg-°%  voll- 

penne , kommen konstant, d.h. die Ex- 

mg-°/o tinktionen sind den Konzentra- 

15,6 1,900 821 tionen genau proportional. Die 

11,7 1420 824 Abweichungen iiber 10 mg-°, 

a pe a sind auch nicht sehr groB. Bei 

1.95 0,240 8125 ‘8195 der Berechnung wurde als Fak- 
0,975 0,120 | 8,125 tor f 8,13 benutzt. 

0,488 0,060 8,125 





4. EinfluB der Temperatur und der Zeit. 

4mg-°,ige Ascorbinséurelésungen in 2° iger Metaphosphorséure 
wurden vorschriftsmaBig behandelt. Jodessigsiure wurde 5 Minuten bei 
Zimmertemperatur (18°) einwirken gelassen, und nach Zusatz des Folin- 
Reagens wurden die ReaktionsgefaBe in Wasser von verschiedener Tem- 
peratur verschieden lange eingebracht. Nach Abkiihlen durch flieBendes 
Wasser wurden die Extinktionen gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3 
wiedergegeben. 


Wie Abb. 3 zeigt, erfolgt die Entfairbung mit steigender Tem- 
peratur schneller. Bei 40° ist die Farbung von Anfang an fast maximal 
und bleibt sehr lange konstant. Bei niedrigerer Temperatur war bis 
zur maximalen Fiarbung einige Zeit nétig, aber die erreichte Hohe 
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var dieselbe wie bei 40°. Wir haben deshalb in die Vorschrift 
\) Minuten langes Erwarmen bei 40° aufgenommen. 


). Nachweis zugesetzter 


Ascorbinsdure. 





Bei den _ tierischen 
Geweben, mit Ausnahme 
von Blut, wurde zuge- 
setzte Ascorbinsaure nach 
der vorschriftsmaBigen 
Jehandlung vollkommen 
wiedergefunden. Durch 
himolysierte Blutlésung 
wird die zugesetzte As- 
corbinsaure vollkommen 





oxydiert, aber nicht durch 
das mit Metaphosphor- Abb. 3. 

siure enteiweiBte Blut- 

filtrat. Bei einigen pflanzlichen Geweben wird die zugesetzte As- 
corbinséure durch Einwirkung der Oxydase oxydiert, wodurch sie der 
Messung entgeht. Solche Falle sollen in den folgenden Arbeiten be- 


sonders behandelt werden. 

Hier werden als Beispiele einige Zusatzversuche mit Rinderlinse, 
Meerschweinchenleber und Kaninchenblut beschrieben. 

1. Zu xg Rinderlinse werden 12 2cem 5° ige Metaphosphorsaure 
und 17 « cem Wasser zugesetzt, mit Seesand wird fein zerrieben und zentri- 
fugiert. Das Zentrifugat entspricht der 30fach verdiinnten Lésung der Linse. 
Andererseits werden zu x g Rinderlinse 6 x cem 14 mg-°,ige Ascorbinsaure in 
Wasser, 11 2 cem Wasser und 12 # ccm 5 °,ige Metaphosphorsaure zugesetzt 
und nach Vorschrift behandelt. Die gemessenen Werte waren: 

Ohne Zusatz der Ascorbinséure: 0,57 mg-°, (in Linse 17,1 mg-°,). 
Mit a * pe 3,38 ,, (ber.: 0,57 + 2,80 = 3,37). 

2. Zu 5g Meerschweinchenleber werden 20 cem 5 °,ige Metaphosphor- 
saure zugesetzt: man zerreibt mit Seesand, setzt 25 cem Wasser zu, zentri- 
fugiert nach dem Mischen (25 Minuten bei 4000 Touren pro Minute) und 
filtriert die iiberstehende Lésung ab. Das Filtrat war weiBlich getriibt. 
Zu 2,0cem des Filtrats (1: 10) werden 2,0 cem y mg-°%,ige Ascorbinsaure in 
2° iger Metaphosphorséure zugesetzt und vorschriftsmaBig behandelt. 
Wie aus Tabelle II ersichtlich, wurde die zugesetzte Menge Ascorbinsiéure 
vollkommen wiedergefunden. 

Tabelle II. 





Z asetzt ( -9/, 
Gefunden = _Zagesetzt (mg 


mg-°/o gefunden berechnet Fehler ° 9 
0,163 — - — 
4,18 4,02 " 0,7 
2,19 2,03 2,02: + 0,2 
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3. Zu « ccm oxalathaltigem Kaninchenblut wurden 2 «ccm Wasser u: 
2x2ccem 5° ige Metaphosphorséiure zugesetzt, gemischt und zentrifugie: 
Zu 3ccm dieses Filtrats (1:5) wurde 1 cem y mg-°®,ige Ascorbinsaéure 
2° ,iger Metaphosphorséiure zugegeben und vorschriftsmaBig weiter 
arbeitet. Die Ergebnisse zeigt Tabelle ITI. 


Tabelle III. 





Gefunden Zugesetzt Gefunden Zugesetzt 
4 
mg-?/, mg-9/» y mg-°) 


0 0 0 4,17 
8,34 2,03 2,085 2,085 


Die zugesetzte Menge Ascorbinséure wurde also innerhalb de: 
Fehlergrenze der Messung vollstandig wiedergefunden. 


6. Spezifitat der Methode. 

Verschiedene reduzierende Substanzen in 2°%,iger Metaphosphor- 
siure wurden auf ihr Verhalten bei der Ascorbinséurebestimmung 
gepriift. Wie aus Tabelle [V"hervorgeht, wird die Methode von keine 
der praktisch in Betracht kommenden Substanzen, wie Cystein, 
Glutathion, Adrenalin, Harnsaure, Gerbsaure usw., beeinfluBt. Natrium- 
thiosulfat, welches nach v. Eekelen! im Diabetikerharn sowie im Katzen- 
harn in wesentlicher Menge vorkommt und, wie Tabelle I der vor- 
stehenden Arbeit zeigt, durch die Indophenolmethode mitbestimmt 
wird, ist bei dieser Methode ohne EinfluB. Phenylhydrazin, Hydrosulfit, 
Alloxanthin und Ferrosulfat kénnen zwar, wenn sie reichlich vorkommen, 
unsere Methode stéren (die Indophenolmethode beeinflussen sie noch 
mehr), aber sie kommen in den natiirlichen tierischen und pflanzlichen 
Geweben in stérender Menge wenig vor, so daB dies kaum praktische 
Bedeutung hat. Nur Glucoredukton zeigt,-wenn es vorkommt, in gleicli 
‘molaren Konzentrationen etwa ebenso starke Farbung wie Ascorbin- 
siiure, wahrend es die Indophenolmethode viel weniger beeinflult. 
Wenn solche Substanzen, wie Glucoredukton, in den Geweben in wesent- 
licher Menge vorhanden waren, so miiBten die gemessenen Werte bei 
der Indophenolmethode kleiner sein als die kolorimetrischen, was abe: 
bisher nicht festgestellt wurde. Auch ist die Lage der Absorptionsbande 
im Ultraviolett bei Ascorbinséure und Redukton verschieden, und de 
spezifische Extinktionskoeffizient im Bereich der maximalen Absorptions- 
stelle ist bei Redukton ungefahr dreimal so groB wie bei Ascorbinsaure. 
so daB die Gegenwart von Redukton spektrophotometrisch leichte: 
zu erkennen sein sollte als die von Ascorbinsaéure, was aber nicht beob- 
achtet wurde. Dariiber werden wir spater besonders berichten. 


1 v, Eekelen, Nature 135, 37, 1935. 
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Tabelle IV. 





100 mg-°/ 
reduzierende 
Substanz 
entsprechen 
mg-°/> 
Ascorbinsaure 


Reduzierende Substanzen Bemerkungen 


Glneoredukton . : 168,0 
Phenylhydrazin . . . : 15,8 


Na-Hydrosulfit ay 0,2 


WeiBlich getriibt, wird nach Zentrifugieren 
klar. 
Blauviolett. 


Ferrosulfat . ran : 16,0 
Alloxantbin ...... 11,9 
Na-Thiosulfat . . . a 0 
Dioxyaceton ... ; 0 
Pyrogallol . . . Le A 0,3 Griin. 
Natriumsulfid . : 2.0 
fo. A ee 0 
Glutathion . . . ae 0 
-Adrenalin. . . . ; 0 
Harnsaure (gesattigt) . . 0 
Gerbelure ....... 0) 


Durch Metaphosphors&ure weiBlich getribt. 


Leicht gelblich. 


Triibung. Wird nach Zentrifugieren leicht 
gelblich und klar. 


0 Gelb 


Gallussaure . 


Hydrochinon . . ' . 0 


AuBerdem sind folgende Substanzen nach dieser Methode vollkommen 
negativ (# 0) und geben farblose Lésungen, wenn nichts anderes ver- 
merkt ist: 

Brenzcatechin, Na-Pyruvat, Glycerinaldehyd, Na-Sulfit, Dioxyaceton, 
Methylglyoxal (leicht griinlich), Phenol (gelb), Guajakol (gelb), Kreatinin, 
Methionin, Resorcin, Phloroglucin, Hydrazinsulfat, Orein, Acetaldehyd, 
Tyrosin, Furfurol, Glucose, Chinin (mit Folin-Reagens getriibt), Morphin 
(mit Folin-Reagens getriibt), «-Naphthol, Benzaldehyd (mit Metaphosphor- 
siure getriibt). 

Folgende Substanzen sind beinahe negativ (100 mg-°,ige Substanz- 
losung entspricht weniger als 3 mg-°oiger Ascorbinsaure): 


SnCl,, Thioglykolsiure, Thiomilchsaure. 


Immerhin darf man sagen, da die Methode in bezug auf 
Spezifizitat alle anderen Methoden entschieden iibertrifft. 


7. Vergleich mit der Indophcnolmethode. 


Beispiele vergleichender Bestimmungen derselben Gewebe werden 
in Tabelle V bis VII angefiihrt. Daraus ersieht man, daB die kolori- 
metrischen Werte, mit wenigen Ausnahmen, wenn wegen des kleinen 
Ascorbinsaéuregehalts ziemlich groBe Fehler auftreten kénnen, in den 
meisten tierischen Geweben fast gleich oder etwas kleiner sind als die 
Indophenolwerte, namlich 70 bis 100°, der letzteren ausmachen. Aber 
niemals sind sie so schwankend wie bei Wachholder, namlich von 20 
bis 200°. Die kolorimetrischen Werte waren niemals deutlich héher 
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als die Indophenolwerte. Bei den pflanzlichen Geweben (Obst un; 
Gemiise) stimmen die kolorimetrischen Werte in den meisten Falk 
mit denen der Indophenolmethode iiberein. Die reduzierenden Su 
stanzen auBer Ascorbinséure kénnen daher in den meisten Faille; 
nicht viel ausmachen. 


Tabelle V. Tierische Gewebe. 





Ascorbinsiuregehalt 

in mg-°/9 

Gewebe Tier Ae Rr SE ae, BA oR “ 
kolori- Indophenol- 
metrisch methode 


Kolorim 
Indoph 


RO me otra a) eee 8,5 9,9 
Mae ee Drs 13,0 14,7 
GroBhirn, graue Substanz . 16,2 22.2 
Kleinhirn, , a : Ratte 15,7 21,0 
eae eS tS eee 23,6 24.6 
Riet® 5 aa ert ee 6,5 8,5 
Uterus, gravid ...... 2 8,1 8,9 


Corp. Inia 143,0 159.8 

Nebenniere, Rinde ... . 108 108 
“ Merk -..:< .... 108 110 

Hypophyse, Vorderlappen . Rind f 151 


. Hinterlappen . 73 
Schilddrise ....... ; ii 16,8 
ccs cip ns Se eae eee Oe 6 10,9 
Thymus . 


Linse 
Glaskérper . 
tetina alg. «hye Bets 
a ne Rind 
Pigmenthaut . 
_ Kammerwasser 
Hornhaut 





GroBhirn, weibe Substanz . 
- graue s ; Rind 
Medulla obl. 


Parotis Egil Sm thy 
eee eS i Rind 
Prostata . 


Herz , 
Brustmuskel 
Dinndarm . 
Dickdarm 


Ratte 


Harn 
Placenta . eee ag ete 
Knochenmark ...... Kaninchen 
en EOE RR Pree este Ratte 


Menschen 





Bestimmung von Vitamin C mittels Phospho-18-wolframsaure. I. 191 


Tabelle VI. Gemiise. 





Ascorbinsaéuregehalt (mg-°, 9) ; 
= — ——____ — Kolorim./Indoph 
indophenol- 

metrisch 


kolorimetrisch 

Brassica campestris, Blatt . . . . 44,4 44.4 100 
Stengel ... 18,3 21,0 87 
30,2 100 
; 98 
100 

100 


. afl eased a 
ae ie abo 


Riibe, Blatt . : 
»  Wurzel innen . 
Pfeilkraut, innen 
Allium Bakeri 
Kartoffel, innen . : 99 
Capsicum longum L. ..... . : 94 
pe a er ,6 d, 100 
. Wurzel innen. ..... ; , 89 
J SUA ae a ieee Ee pee ee aes ,2 99 
Pic. Fo ch we eine a ) 3,8 100 
RS a ee, ek a eee elas 8, 95 


Tabelle VII. Obst. 





Ascorbinsiuregehalt (mg-°/,) € ; 
EES AONE OFC P ARE dt ET Kolorim. Indoph. 
Indophenol- 


. ee 
kolorimetrisch methods 


0 
0 


Citrus Aurantium, Saft 

‘ * Haut 
Citrus limonum, Saft 
Citrullus vulgaris, Saft . 
Cucumis Melo L.. 
KokosnuB 
Ananas erie 
Cucurbita pepo L. . 
Diospyros kaki, Haut 

is » Fleisch 


2 
7 
4 


2 OLN ONS low 
CO, DAIWA DO 
OF 


@ 
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Zusammenfassung. 


Es wurde eine zuverlassige Methode zur Bestimmung der Ascorbin- 
siure mittels Phospho-18-wolframsaure beschrieben. Die entstandene 
Farbe ist 4uBerst stabil, die Farbstarke von verschiedenen Bedingungen 
kaum abhaingig und die Methode fiir Ascorbinsiure recht spezifisch; 
sie wird von allen biologisch in Betracht kommenden Substanzen prak- 
tisch kaum beeinfluBt. 

Die mit dieser Methode ermittelten Werte sind bei tierischen Ge 
weben fast gleich oder etwas niedriger (bis ungefahr 20 °%,) als die Indo- 
phenolwerte. Bei den pflanzlichen Geweben stimmen die beiden Werte 
in den meisten Fallen fast iiberein. 








Kolorimetrische Bestimmung 
von Vitamin © mittels Phospho-18-wolframsiure '. 
II. Mitteilung: 


Bestimmung von Gesamt-Vitamin C. 


Von 
Akiji Fujita und Tsutomu Ebihara. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1936.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorstehenden Arbeit wurde eine kolorimetrische Bestimmungs- 
methode fiir Ascorbinséure beschrieben. Da aber bekanntlich die rever- 
sibel oxydierbare Ascorbinsaure, d.h. Dehydroascorbinsaure, als Vitamin C 
ebenso wirksam ist (vgl. Tillmans?, Johnson®, Zilva*, Hirst® und Fox ®), 
so ist die Bestimmung der reduzierten Ascorbinséure allein noch nicht 
geniigend. In dieser Arbeit wird eine Methode beschrieben, mit der 
man das Gesamt-Vitamin C, d.h. die Summe der reduzierten und 
oxydierten Ascorbinsaéure, bestimmen kann. 


Reagenzien. 


Im folgenden werden nur diejenigen Reagenzien angefiihrt, die in der 
vorangehenden Arbeit nicht beschrieben wurden. 

hu BCI. 

2. Mercuriacetatlésung. 

20g Mercuriacetat (pro analysi) werden in Wasser gelést und auf 
100 cem aufgefiillt. Nach vollkommener Hydrolyse (1 Tag stehenlassen) 
wird die klare iiberstehende Fliissigkeit benutzt. Sie ist lange haltbar. 

3. Natriumacetatlésung. 

50 g Natriumacetat (mit 3 Mol. Kristallwasser, pro analysi) werden in 
Wasser gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. Es ist lange haltbar. 

4. Bleiacetatlésung. 

20,35 g Pb-Acetat (mit 3 Mol. Kristallwasser, pro analysi) werden in 
Wasser gelést und auf 100 ccm aufgefiillt. Die Loésung ist lange haltbar. 

5. Phosphatpufferlésung (py 1,43). 

13,62 g KH,PO, werden in Wasser gelést, 7,6cem 85 %ige H,PO, 
(spez. Gew. 1,710, Merck) hinzugefiigt und mit Wasser auf 100 ccm auf- 


1 Diese Ergebnisse wurden am 20. September 1936 auf dem Bio- 


chemischen KongreB zu Niigata mitgeteilt. — * Tillmans u. Mitarbeiter, 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 63, 276. 1932: 65, 145, 1933. 3 John- 
son, Biochem. J. 27, 1287, 1933. — 4 Zilva, Nature 131, 363, 1933. 

5 Hirst u. Zilva, Biochem. J. 27, 1271, 1933. — *® Fox u. Levy, ebenda 
30, 211, 1936. 
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vefilllt. Das py des Puffers ist, mit Chinhydronelektrode gemessen, 1,43 bei 
Zimmertemperatur. Er ist bei Zimmertemperatur lange haltbar. 

6. Schwefelwasserstoff. 

Im Kippschen Apparat wird aus FeS und verdiinnter HCl (gleiche 
Volumen von konzentrierter Salzsiure und Wasser) Schwefelwasserstoff 
entwickelt. Dieser wird zuerst mit verdiinnter HCl-Lésung (1 Volumen 
konz. HCl und 3 Volumina Wasser), dann mit Wasser gewaschen. 


Ausfiihrung. 


1]. Zu ag des zu untersuchenden Gewebes werden 5 «x cem n HCl und 
3,52cem Hg-Acetatlésung gegeben, mit wenig Seesand (gereinigt) im 
Morser zerrieben. Dann werden 4 «cem Na-Acetatl6sung und 0,5 2 cem 
Pb-Acetatlésung zugesetzt, durchgemischt und nach kurzem Stehen zentri- 
fugiert (15 bis 20 Minuten bei 3500 Touren pro Minute). Der Extrakt 
entspricht 14fach verdiinntem Filtrat. Durch Zusatz des Hg-Acetats 
wird das gesamte Vitamin C in Dehydroform iibergefiihrt. 

Bei geringerem Vitamin C-Gehalt, wie z. B. bei Blut, wird starkerer 
Extrakt etwa folgendermafien hergestellt : Zu 3,52cem Blut werden 2,5 2ccem 
2n HCl, 3,5 2 cem HgAc,, 4,0 « com NaAc und 0,5 # cem Ph Ac, zugesetzt. 
Dadurech bekommt man vierfach verdiinntes Filtrat. 

Allzu konzentrierte Lésungen werden mit Blindversuchslésung beliebig 
verdiinnt. 

2. Eine geeignete Menge Filtrat wird in ein Reagensglas gefiillt und 
60 Minuten lang H,S durchgeleitet. Dabei ist zu beachten, da der Nieder- 
schlag gut geriihrt und vollkommen gespalten wird. Die Schwermetall- 
sulfide schlagen sich dann leicht nieder und die iiberstehende Fliissigkeit ist 
in den meisten Fallen vollkommen wasserklar. Der Gasraum wird mit H,S 
gefiillt, mit Gummipfropfen dicht verschlossen und iiber Nacht stehengelassen. 
Am nachsten Tag wird die Fliissigkeit in ein Reagensglas filtriert, das 
Niveau der Fliissigkeit markiert und unter 6fterem Klopfen evakuiert. 
(Wir pumpen gewohnlich 10 Minuten lang mit der Wasserstrahlpumpe und 
dann 10 Minuten lang mit der Gaede-Pumpe aus.) Das verdampfte Wasser 
wird ersetzt. Durch diese Manipulation wird das gesamte Vitamin C voll- 
kommen reduziert. Das py der Lésung ist, elektrometrisch gemessen, 
4,64 bei Zimmertemperatur. 

3. Zu 4,0cem Filtrat werden 2,0 cem Phosphatpuffer (py 1,4) und 
1,0 cem Monojodessigséurel6sung zugesetzt. Nach gutem Mischen wird die 
Lésung 5 Minuten in ein Wasserbad von 40° gebracht. Dann wird 1,0 cem 
Folin-Reagens zugesetzt. Nach dem Mischen wird ungefaihr 10 Minuten 
lang im Wasserbad von 40° erwairmt. (Das py der Léosung ist, mit Chin- 
hydronelektrode gemessen, 2,90 bei Zimmertemperatur.) Dann wird in 
flieBendem Wasser 10 Minuten lang abgekiihlt. In 5-mm-Kiivette wird mit 
Pulfrich-Photometer (Filter S 72) die Extinktion gemessen. Als Kontrolle 
wird Wasser verwendet. 

4. Die Berechnung geschieht nach folgender Formel: 

2 = 8,7.(E — &,).v. 

Die Bedeutung der Zeichen wurde in der vorangehenden Arbeit er- 
lautert. Blindversuch ist nur bei der Untersuchung gefirbter Lésungen 
nétig. In diesem Falle wird statt Folin-Reagens 0,3 nH,SO, benutzt. 
Die obige Forme! ist giiltig, wenn der Vitamin-C-Gehalt des zu untersuchen- 
den Filtrats kleiner als 10 mg-®, ist. Bei hédherem Gehalt ist das Filtrat ent- 
sprechend zu verdiinnen. 
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Bemerkungen. 

1. Das Prinzip der vorliegenden Methode ist im wesentliche: 
dasselbe wie das der von Emmerie und v. Eekelen!. Sie unterscheidet 
sich von der letzteren durch folgendes: 1. Das zu untersuchende Objekt 
wird mit HCl und Hg-Acetat gleichzeitig von Eiwei8 und Verun- 
reinigungen befreit. 2. Zum Neutralisieren wird Na-Acetat statt CaCO, 
verwendet, wodurch die Lésung gepuffert wird und bei verschiedenen 
Geweben sichere Werte liefert. 3. Durch Pb-Acetat-Zusatz wird das 
Filtrat von Verunreinigungen befreit. Bei manchen pflanzlichen Ge- 
weben werden dadurch die Farbstoffe, die beider Bestimmung etwa stéren 
kénnten, zum groBen Teil beseitigt. Durch Pb-Acetat-Zusatz ohne vor- 
herige Hg-Acetat- Behandlung geht ein Teil der zugesetzten Ascorbinsaure 
verloren, es werden nur ungefahr 60°, davon wiedergefunden. Nach 
unserer Methode werden dagegen aber 100°, der zugesetzten Ascorbin- 
siure wiedergefunden. 

2. Das bei der Bestimmung der reduzierten Form beschriebene 
Verhalten der Farblésung, z. B. Stabilitat der Farbe, Unabhangigkeit 
der Farbstarke von der Temperatur usw., ist hier das gleiche. 

3. Das nach Vorschrift erhaltene Filtrat kann auch fiir die Indo- 
phenolmethode benutzt werden. Man setzt am besten das gleiche Volumen 
Xeagens 5 hinzu, wodurch das pq der Lésung 2,23 wird. Die Titration 
mu méglichst schnell (innerhalh 1 Minute) beendet werden. 

4. Die Beseitigung von H,S mu8 méglichst vollkommen sein: 
denn die Gegenwart einer gewissen Menge H,S stért sowohl die Indo- 
phenolmethode als auch die kolorimetrische?. Durch Blindversuch mit 
Ascorbinséure ohne Glutathion hat man sich vorher zu iiberzeugen, 
daB die Versuchsbedingungen vollkommen ausreichen, um die Lésung 
von H,S-Spuren zu befreien. Die Nitroprussidreaktion ist dann negativ 
(vgl. Fujita und Iwatake’*). 

5. Wenn das Filtrat der Schwermetallsulfide nicht ganz klar ist, ge- 
lingt es manchmal, dadurch ein vollkommen klares Filtrat zu bekommen, 
daB man zum Filtrat noch 1 bis 2 Tropfen Pb-Acetatlésung hinzufiigt 
und mit H,S von neuem entbleit. Auch kommt es bei pflanzlichen 
Geweben gelegentlich vor, daB das Filtrat wegen der Viskositat der 
Lésung nicht ganz klar wird. In solchen Fallen wird einfach verdiinnt 
oder Methylalkohol zugesetzt. 

6. Bei zu niedrigem Gehalt an Vitamin mu8 nach Zusatz einer 
bestimmten Menge Ascorbinséure gemessen werden. Hier sei ein Beispie! 


fiir Kaninchenblut angefiihrt. 


' Emmerie u. v. Eekelen, Biochem. J. 28, 1153, 1934. — * Vgl. Na, 
in Tabelle [IV der vorstehenden Arbeit diese Zeitschr. 290, 189, 1937, sowie 
in Tabelle I ebenda 290, 186, 1937. 3 Fujita u. Iwatake, diese Zeitschr. 


or 


277, 284, 1935, und zwar SN. 289. 
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1,4 « ecem Kaninchenblut (mit Oxalat) werden durch Zusatz von 
2,l2cem Wasser hamolysiert. Dazu werden 2,5 2cem 2nHCl und 
3,52cem 20°,ige Hg-Acetatlésung zugesetzt und vorschriftsmaBig ver- 
fahren. Zu 3eccem des Filtrats (1: 10) wird 1,0cem y mg-°,ige Ascorbin- 
sdurel6sung in 2°,iger Metaphosphorséure zugesetzt und vorschrifts- 
maBig bestimmt. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle I. 


Tabelle I. 3,0 cem Filtrat (t: 10) + 1,0cem y mg-°,ige Ascorbinsaure 
in 2°,iger Metaphosphorsaure. 





a b € d 

Konzentration der Konzentration 

Lisung (mg-°/,) im Blute (mg-°),) 
(a—b) . 4/3. 10 


zugesetzt (mg-9/») 


gefunden (mg-°/,) 
y4 


4,35 4,175 2,33 
2,26 2,088 17 2,29 
1,215 1,044 ; 2,28 


Mittel: 2 30 


7. Metaphosphorsaureextrakte kénnen auch zur Gesamt- Vitamin C- 
Bestimmung benutzt werden. Trotz der Entstehung einer reichlichen 
Menge Niederschlag von Schwermetallmetaphosphaten wird die zu- 
gesetzte Ascorbinsdure beim Arbeiten mit folgenden Mengen an Rea- 
genzien vollkommen wiedergefunden. 

3,5 2 ccm 2°, iger Metaphosphorsaureextrakt (1: v), 2,5 2 ecem 2n HCl, 
3,5 x cem 20 %iges HgAc,, 4,0 x cem 50 °,iges NaAc, 0,5 x eem 20,35 °,iges 
PbAc, (Verdiinnung 1: 40). : 

8. Viele kaufliche Ascorbinsiurepraparate zeigen, jodometrisch 
bestimmt, nicht 100 °,ige Reinheit, sondern 95 bis 98 °,ige. Wenn man 
aber die Lésung nach der obigen Vorschrift behandelt, findet man 
100°. In den Praparaten liegt also teilweise oxydierte Form vor. 


E xperimentelles. 
1. Extinktionen und Ascorbinsdurekonzentrationen. 


Ein Gemisch von z cem Wasser, 2,5 2 cem 2n HCl und 3,5 x cem Hg Ac, 

wird zentrifugiert und filtriert. Zu 7,0cem der Lésung werden 2,5 cem 
ymg-%ige wiisserige Ascorbin- 
saurelésung, 4,0cem NaAc und Tabelle II. 
0,5 cem PbAc, zugesetzt und 
weiter vorschriftsmaBig behandelt. y (mg-9/,) | Extinktion (£) f (ylE) 
Die gemessenen Extinktionen wer- ; 
den in Tabelle II angefiihrt. 





16 1.560 
Wie aus Tabelle II ersicht- 12 1,300 
10 1,150 


lich, sind unterhalb 10 mg-°, 0.920 


die gemessenen Extinktionen 0,460 
sox ’ 0,230 
den Ascorbinsaéurekonzentra- O11 


tionen genau proportional. Die 5 0,058 
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Ascorbinséurekonzentration in der zu bestimmenden Lésung mu 

daher durch geeignete Verdiinnung immer unterhalb 10 mg-% ge- 

halten werden. 
2. Wiederfinden der zugesetzten Ascorbinsdure. 

Wir haben zugesetzte Ascorbinsiure nach der genannten Vorschrift 
bei vielen Geweben vollkommen wiedergefunden. Hier sollen zwei Beispiele 
angefiihrt werden. 

1. 0,5 a g Rinderlinse werden mit 5 2 ecm n HCl und 0,5 2 cem Wasser 
versetzt und dazu 3,5 ”cem HgAc, gegeben. Nach dem Zerreiben mit 
Seesand werden 4 xccm NaAc-Lésung und 0,5 2 cem PbAc,-Lésung zu- 
gesetzt und nach Vorschrift verfahren. Das erhaltene vollkommen klare 
Filtrat (1:28) wird kolorimetrisch untersucht. Der gefundene Ascorbin- 
sauregehalt war 1,17 mg-°, (in der Linse 32,8 mg-°,). 

Andererseits wurden zu 0,5 2g Linse 32ccm 14 mg-%ige wasserige 
Ascorbinsaurelésung, 2,5 2 ceem 2n HCl und 3,5 2 cem HgAe,-Lésung zu- 
gesetzt und weiter vorschriftsmaBig verfahren. Der gefundene Ascorbin- 
sauregehalt war: 4,13 mg-°, (berechnet: 1,17 + 3,00 4,17). Der ge- 
fundene Wert stimmte innerhalb der Fehlergrenze der Messung vollkommen 
mit dem zu erwartenden iiberein. 

2. Zu xg Rattenleber werden 2,5 x ccm 2n HCl und 3,5 x eem HgAc, 
zugesetzt, zerrieben und zentrifugiert. Zu 7,0 ecm der iiberstehenden Fliissig- 
keit werden 2,5 cem Wasser bzw. y mg- °,ige wasserige Ascorbinsaurelésung 
zugesetzt, dann mit 4,0cem NaAc und 0,5cem PbAc, versetzt und vor- 
schriftsmaB8ig weiter gearbeitet. Die Messungsergebnisse der Filtrate (1: 14) 
werden in Tabelle III angefiihrt. 


, 


Tabelle III. 





Zugesetzte Ascorbinsiurekonzentration 
Ascorbinsiurekon- im Filtrat (mg-°/) Fehler 
zentration im Filtrat — 

(mg-°/9) gefunden berechnet 





0 2,04 2,04 
84.6 5, 15,20 17,14 
67,6 13,05 14,09 
42.3 9,58 9.58 
0 1,13 1,13 . 
22,4 5,13 5,13 0 
11,2 : 3,22 3,13 +3 
5.6 217 2.13 +1 


Tabelle III zeigt, daB die zugesetzte Ascorbinséure vollkommen 
wiedergefunden wird, solange die zu messenden Lésungen weniger 
als 10 mg-°% Ascorbinsaure enthalten. Der Faktor 8,70 erwies sich also 
auch fiir die Gewebe als giiltig. 


3. Wiederfinden zugesetzter Dehydroascorbinsdure. 


Dehydroascorbinséure wurde nach den folgenden zwei Methoden 


hergestellt und gepriift. 


1. Zu 25,0 cem 12,30 mg-°,iger Ascorbinsaure in 2 °,,iger Metaphosphor- 
siure werden etwa 12,5 mg Platinschwarz zugesetzt, mit Luft gesattigt und 
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im Wasserbad von 20° 18 Minuten lang geschiittelt. Die Ascorbinséiure war 
vollkommen oxydiert. 10 cem dieser Losung werden zu 4,0 com Pferdeserum 
zugesetzt, dazu 10cem 2n HC! und 14 cem 20° iges Hg Ac, gegeben und 
nach Zentrifugieren die iiberstehende Fliissigkeit filtriert. Zu 9,5 xcem Filtrat 
werden 42ccem NaAc und 0,5 xcem PbhAc, zugesetzt und weiter vor 
schriftsmaBig verfahren. 

Es wurden gefunden: 2,42 mg-°, (berechnet: 2,20 + 0,21 2,41). 

2. Gewaschene Kaninchenerythrocyten werden durch Zusatz von einer 
dem Blutvolumen entsprechenden Wassermenge hiamolysiert, dann werden 
29,77 mg-°, Ascorbinséure zugegeben. Die zugesetzte Ascorbinsiaure 
wird sofort oxydiert. (Das metaphosphorsaure Filtrat dieser Fliissigkeit 
zeigt negative Reaktion fiir Ascorbinséure.) Durch vorschriftsmaBige 
Weiterbehandlung wird das Filtrat (1: 14) erhalten. Der Ascorbinsaure 
gehalt des Filtrats war: 

Mit Zusatz von Ascorbinsaure: 2,38 mg-°,. 

Ohne Zusatz von Ascorbinsaure: 0,18 mg-°,,. 

Die zugesetzte Menge ist also: 2,20 mg-°,, (ber. 2,12). 

Daraus ersieht man, daB die ganze Dehydroascorbinsaiure bei der 
EnteiweiBung in das Filtrat iibergeht und durch vorschriftsmaBige 
Behandlung vollkommen wiedergefunden wird. 


Vorher nicht hamolysierte Erythrocytenlésung kann die Ascorbin- 
siure nicht vollstandig oxydieren. Wenn man zu der Erythrocyten- 


suspension in physiologischer Kochsalziésung Ascorbinsaurelésung 
zusetzt, liegt nach der EnteiweiBung mit Metaphosphorsaure noch eine 
bedeutende Menge in reduzierter Form vor. Der EiweiSniederschlag 
zeigt beim Mikroskopieren zum groBen Teil unzerstérte Erythrocyten. 

Beispiel. Kaninchenblut wird mit Kochsalzlésung gewaschen und bis 
zum Blutvolumen mit Wasser verdiinnt. Zu dieser himolysierten Losung 
gibt man 30,16 mg-°, Ascorbinséure zu. Diese Lésung wird mit Meta- 
phosphorsaure enteiweiBt. Das Filtrat (1: 10) enthalt 6,59 mg- °, (berechnet : 
30,5). Das Gesamt- Vitamin C betrug dagegen 31,5 mg-°,. Man sieht daraus, daB 
die zugesetzte Ascorbinséure zum gr6Bten Teil oxydiert war. Andererseits 
wird dasselbe Blut nach Waschen in physiologischer Kochsalzlésung suspen- 
diert und dann einige Zeit nach Zusatz von 29,84 mg-°, Ascorbinséure mit 
Metaphosphorsaure enteiweiBt. Der Ascorbinsduregehalt betrug 13,8 mg-°,,, 
der Gesamt-Vitamin-C-Gehalt 32,0 mg-°,. In diesem Falle waren also rund 
60°, oxydiert. 

Nach Fox! soll die Ascorbinséurelésung durch Zusatz von Norit 
innerhalb von 15 Minuten zu Dehydroform oxydiert werden. Zur 
Priifung setzten wir zu 10 ccm Ascorbinsdurelésung in 2° iger Meta- 
phosphorséure 50 bis 250 mg Norit zu und lieBen bei 30° 15 Minuten 
einwirken. Die Lésung zeigte kolorimetrisch véllig negative Reaktion. 
Dagegen wurde nach der vorschriftsmaBigen Behandlung die Ascorbin- 
siure niemals quantitativ, sondern héchstens zu 63°, wiedergefunden. 


1 Fox u. Levy, Biochem. J. 30, 208, 1936. 
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4. Extinktionen und py. 


$,0cem 54,6 mg-°,ige Ascorbinséure, 20cem n HCl, 14cem HgAc,, 
16,0cem NaAc und 2,0cem PbAc, werden gemischt. Zu 4,0 ecm diese: 
Losung werden 2,0cem Phosphatpuffer, 1,0 ccm mol. Monojodessigsaéure 
und wechselnde Mengen 12,25n HCl zugesetzt und vorschriftsmaBig 
untersucht. Gleichzeitig wird das py der gleichfalls behandelten ascorbin 
sdurefreien Lésung mit Chinhydronelektrode gemessen. Die Resultaté 
befinden sich in Abb. lI. 


Das Verhalten ist also das gleiche wie bei der 
Bestimmung der reduzierten Form. Bei px 3 sind 
die Extinktionen wenig vom px abhangig. 


5. Dauer des Durchleitens von H,S unl der Ein- 
wirkung von HS. 

Nach 10, 30 und 80 Minuten langem Durchleiten 
von H,S zeigte sich dieselbe Extinktion, wenn man nur 
darauf achtete, daB jeder Teil der Niederschlige gleich- 
maBig durch H,S° gespalten wurde. Wir leiten vor- 
sichtshalber 60 Minuten durch. 

Nach 20 Minuten langem Durchleiten von H,S 
wurde der Gasraum mit H,S gefiillt, mit Pfropfen dicht geschlossen und 
verschieden lange stehengelassen. Die gemessenen Extinktionen befinden 
sich in Tabelle IV. 





Abb. 1. 


Wie ersichtlich, mu8 man die 
Tabhelle IV. Lésung zur volligen Reduktion 
mindestens 16 Stunden lang stehen- 





Zeitdauer nach Evakuierung y lassen. 
Sofort a 0.275 6. Stabilitat der Ascorbinsdurelésung 
BR ets en Ak oe 0.300 nach Austreiben von H,S. 


Biya Fone: tate ~ cus 0,320 Oe rs ee eae Ss 
ee ae 0,320 Die durch Evakuieren von H,} 


ih eR: 0320 befreite , Losung wurde verschieden 
lang bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen. Die gemessenen Extink- 
tionen werden in Tabelle V angefiilrt. 


Tabelle V. 





Zeitdauer nach Evakuierung y Die Ascorbinsaurekonzentra- 
tion bleibt wahrend 2 Stunden kon- 


WD ee ee a 0,460 stant (Tabelle V). 
Ra ee ln aes 0,460 
2 0,460 
0,450 
0,395 Wenn man die gefundenen 


Werte mit den Indophenolwerten 
vergleicht, so stimmen die er mittelten Zahlen, wie aus Tabelle VI hervor- 
geht, in den meisten Fallen innerhalb der Fehlergrenze iiberein. Bei der 
Messung der reduzierten Form des Vitamins C war die Ubereinstimmung 
wegen vorhandener Verunreinigungen, die die Indophenolwerte be- 
einflussen kénnen, nicht immer vollkommen. Bei der Gesamt-Vitamin-C- 


- 


7. Vergleich mit der Indophenolmethode. 
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Bestimmung werden solche Substanzen durch Vorbehandlungen weit- 


° » ° ° 
vehend entfernt; daher die gute Ubereinstimmung. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine kolorimetrische Bestimmungsmethode von Gesamt- 
Vitamin C, d. h. der Summe der Ascorbinsaéure und deren Dehydroform, 
beschrieben; die dazu notwendigen VorsichtsmaBregeln werden an- 
gegeben. 

2. Es wird gezeigt, daB zugesetzte Ascorbinsiure und Dehydro- 
ascorbinséure unter den beschriebenen Bedingungen vollkommen 
wiedergefunden werden. 

Tabelle VI. 





Gesamt-Vitamin C ; 
| (mg-"/9) Kolor. 
Gewebe i a home 


‘hetest> 
metrisch Indoph. 


) 
0 


Aes oaks ora ing sti os, eee a gil 3,25 10,4 
ag RR SOS Sail, Freamat Ser Ay 28, 26,8 
We ae ene ce ay ky 2, 2,8 
GroBhirn . 25,2 
Hoden . ay er eT) 25,2 
Se See ree ee * 9,8 
Lunge .. . te or ae ar ae 2 24.6 
Uterus, gravid Bee wks, stances 2 11,2 


Ratte 


CO UO Se gs. be 2, 157,0 
Nebenniere, Rinde. ...... Jf 101,0 

> |. See en eae ( 101,0 
Hypophyse, Vorderlappen .. . f 150,5 

‘ Hinterlappen .. . Rind 3, 73,0 
Come RES ok a a tes 9,0 
cee a aa ee 17,0 
I ae on ee oe yd 12,6 
NE Goes sachs es 26,8 26,9 


MNS cx we aan eee ee 36,0 
So 3 rr a ere ae 2,7 12,2 
Retina . ee ee eee ee 
Co ee a ere Rind 
Pigmenthaut 
Kammerwasser 
Hornhaut . 





GroBhirn, weife Substanz 
graue ‘ ee 

Kleinhirn, weibe ‘- ar Pe Rind 
graue 

Medulla oblong. . 


Parotis . 
Tonsillen . 
Prostata 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





Gesamt-Vitamin C , 
(mg-° o) Kolor. 
Indoph 


kolori- 
metrisch Indoph. 


2. Gemiise. 

Brassica campestris, L., Blatt 
‘ . L., Stengel 
Brassica Rapa, Blatt . oa he 

es = Wurzel innen . 
Sagittaria sagittifolia . 
Allium Bakeri . 
Kartoffel = 
Capsicum longum, L.. . ae 
Raphanus sativus, Blatt ... . 
Wurzel innen 


” 


_ 


Tomate . 
Zwiebel . Lok See eas 
Allium fistulosum, L., griin . 

L., weib . 


Done 
won 


t 
NOOO MOR Sor 


” ” 
Entrema Wasabi. 
Nelumbo nucifera ; 
Allium Scorodprasum, L. . 
ON OUI 5 6 65 ck me Se ew oh 41,6 


3. Obst. 


++ 
oO 
or) 


oe 
~I< 


’ 


Citrus Aurantium, Saft . . 5 em taseae eit 28,0 

3 es NE 3S he a Sn Paya) 75,8 
Cites Dae ww eos ns ve ees 41,3 
Citrullus vulgaris, Schrad.. ........ 3,3 
Gucmmet tao, ty VRE, 6k 8,6 
ON ONY s. ei ist oh ca eS Ee 13,4 
I WRENS inky he AR ee ws x BE EMS 10,4 
Cusubbite Pano, ane sic We ee 11,3 
ee cere eee weer 23,1 


” ” 





3. Zwei einfache Methoden zur HersteHung von Dehydroascorbin- 
siure werden beschrieben. 

4. Die durch diese Methode erhaltenen Werte stimmen in den 
meisten Fallen mit den Indophenolwerten genau iiberein. 





Uber die Verteilung 
des Vitamins € in tierischen und pflanzlichen Geweben. I’. 


Von 
Akiji Fujita und Tsutomu Ebihara. 
Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1936.) 


In den beiden vorstehenden Arbeiten haben wir Bestimmungs- 
methoden beschrieben, durch welche man sowohl die reduzierte Form 
der Ascorbinsaéure als auch das Gesamt-Vitamin C bestimmen kann. 
In dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Messungen iiber die Ver- 
teilung der reduzierten und oxydierten Form von Vitamin C in den 
tierischen und pflanzlichen Geweben angeben, die unseres Erachtens 
noch nicht systematisch untersucht worden ist. 

Von tierischen Geweben benutzten wir aus biochemischem Interesse 
hauptsachlich die der Séugetiere (Meerschweinchen, Ratte, Kaninchen, 
Rind und in einigen Fallen Mensch). Von pflanzlichen Geweben wihlten 
wir aus ernahrungsphysiologischen Griinden hauptsachlich Gemiise und 
Obst. 

1. Vitamin C in tierischen Geweben. 

Die Gewebe wurden mdglichst frisch aus dem Schlachthaus unter Ab- 
kihlung mit Kohlensaéureschnee zum Laboratorium gebracht und so schnell 
wie méglich verarbeitet. Die Organe der Versuchstiere wurden sogleich 
nach Abtéten zur Messung verwandt. 

Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB das meiste Vitamin C in den 
innersekretorischen Organen enthalten ist und zwar hauptsichlich 

‘bin- in der reduzierten Form. Auch in den meisten anderen Organen sowie 
in Follikelfliissigkeit, Kammerwasser usw. liegen iiber 80 ©, des VitaminsC 
in der reduzierten Form vor, was den Versuchen von Tillmans*, Harris®, 
Bessey*, Zilva® usw. entspricht, wobei die Titrationswerte mit den 
Werten aus Tierversuchen innerhalb der Fehlergrenze der Messungen 


den 


beinahe iibereinstimmen. 


Auffallend wenig reduzierte Form von Vitamin C ist in der Milz 
enthalten, namlich weniger als 50°, des Gesamt-Vitamins C. Bei 
diesem Organ wurde selbst beim Versuch mit ganz frischem Gewebe 


1 Diese Ergebnisse wurden am 20). September 1936 auf dem Bio- 
chemischen KongreB zu Niigata mitgeteilt. 2 Tillmans u. Mitarbeiter, 
Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 68, 1, 276, 1932; 65, 145, 1933; diese 
Zeitschr. 250, 312, 1932. — * Harris u. Mitarbeiter, Biochem. J. 27, 3038, 
590, 2006, 1933. — 4 Bessey u. King, J. of biol. Chem. 1038, 687, 1933. 
— 5 Kellie u. Zilva, Biochem. J. 30, 1216, 1936. 
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Tabelle I. Vitamin C in tierischen Geweben. 





Vitamin-C-Gehalt (mg-®/9) Reduzier 
Gewebe oes —— insgesamt 
reduziert insgesamt Of, 


Nebenniere, Rinde .. . 108 104 

_ Mark . ; 108 104 

Corpus luteum... . . 143 142 

Hypophyse, Vorderlappen Rind 150 151 

Hinterlappen —_ 73 73 
Corpus pineale . . . . . 6.5 9,1 
Schilddrise .. . er 16,3 17,0 
Pankreas . . ee 10.6 12,2 
Hoden. . rigs Riek aa! Ratte 23,6 24,8 
Tepe se. i tind 42.2 47,5 
Ratte 21.2 27,8 





LO” eee ae Shashi 

rade Ratte 
Prostata . alate ae 

Parotis . ds as tind 
Tonsillen 


(Jt) — 
Bm Si oe 
IO WwO Orc 


iw) 
ou 


ea a Ratte 
graue Substanz . 

.  weibe ; R 
eae Ae ind 
Kleinhirn, graue , 

. weibe 


i 
OMS 
Aa~ 1S vo 


Magen a ae ee 
Diinndarm . mab, eae Rind 
Dickdarm 


_— ee 
ad ee 
Ou = 


Rind 

eres a Ratte 
Kaninchen 

Brustmuskel . . . .. . Ratte 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Vitamin-C-Gehalt (mg-°,) Reduziert 
Gewebe insgesamt 


reduziert insgesamt 0 


Follikelfliissigkeit . . . . Rind 1,6 1,8 92 
Kammerwasser. ... . _— 13,0 12,9 100 
Liquor cerebrosp.. . . . Pferd 0 (< 0,12) 0 (< 0,12) - 

Amnionwasser .... . Mensch 1,6 1.6 100 
OS ee eee ee Rind 0 (< 0,12) 0 (< 0,12) . 
Blut*. . eee \ 0 (< 0,30) 2,30 ~ 0 
Erythrocyten * | Kaninchen () (<_ 0,12) ; ~ 0 


PRs oe ek cs 0 (< 0,12) 0 


me Kuh 0 (< 9,12) 
ar an . Mensch 2.87 


PERN ee ee SOT Hul 0 (< 0,12) | 0 (< 0,21) 
Sia. give on ae _— 0 (< 0,12) 0 (< 0,21) 


* Das Blut wurde zuerst durch Zusatz von Wasser zum grofen Teil hiamolysiert. 
Blutzellen und Plasma wurden auf das urspriingliche Volumen mit Wasser verdiinnt. 


Tabelle II. Vitamin C im Harn des Menschen. 





Vitamin-C-Gehalt (mg-°®/,) Reduziert 
Krankheit aS . =a insgesamt 


reduziert insgesamt %, 


aT ae 1,45 1,39 100 
Leichte Dysenterie .. . 0 (< 0,12) 0 (< 0,12) — 
Leichter Typhus ... . 0,44 0,90 49 
Leichter Scharlach . . . 0,64 1,20 53 
Leichte Tuberkulose . . 0,64 1,10 58 
Schwerer Diabetes .. . 0* (< 0,12) 0,8 ~ 0 

* Die zugesetzte Ascorbinsiure wurde in diesem Falle nur zu rund 71 wieder- 
gefunden. Bei der Messung des Gesamtvitamins wurde die zugesetzte Ascorbinsdure yollkommen 
wiedergefunden. 
immer ein bedeutender Anteil als Dehydroform gefunden. Das gleiche 
gilt auch fiir Placenta, Knochenmark, Skelettmuskel und Herzmuskel, 
die sich besonders durch reichen Gehalt an Hamoglobin bzw. geformten 
Bestandteilen auszeichnen. Im Blut ist praktisch iiberhaupt keine redu- 
zierte Form enthalten [weniger als 0,12 mg-°%, und das Filtrat (1 : 4) ist 
kolorimetrisch nach der angegebenen Vorschrift mit 5 mm-Kiivette kaum 
zu bestimmen]. Uber 94% liegen als Dehydroform vor. In der vor- 
stehenden Arbeit haben wir gezeigt, daB die Ascorbinséure durch Hamo- 
globin oder hamolysierte Blutlésung fast augenblicklich vollkommen 
oxydiert wird. 

2. Vitamin € in pflanzlichen Geweben. 

Aus Tabelle III ersieht man, daB es bei den Gemiisen sehr haufig 
vorkommt, daB die ganze Menge oder der gréBte Teil des Vitamins C in 
der Dehydroform vorliegt. Besonders auffallend ist Capsicum annuum, 

14* 
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welcher sehr wenig reduzierte Form, aber sehr viel Gesamt-Vitamin ( 
enthalt: der Gehalt an Vitamin C kommt dem héchsten in tierische: 
Organen fast gleich. Die Notwendigkeit der Messung des Gesamt 
Vitamins C ist also vom Standpunkt der Ernahrung entschieden zu 
betonen. Im allgemeinen enthalten griine Blatter viel Vitamin. Bei 
den chlorophyllhaltigen Geweben wird die zugesetzte Ascorbinsaure 
bei der Bestimmung der reduzierten Form manchmal nicht vollkommen 
sondern ungefahr zu 90°, wiedergefunden. (In Tabelle III mit * ge 
zeichnet.) Woran dies liegt, konnen wir vorlaufig nicht sagen. Bei den 
Gurken und Melonen, die wir untersucht haben, kam fast keine reduzierte 
Form vor, sondern hauptsachlich Dehydroform. Die zugesetzte Ascorbin- 
siure wurde bei der Messung der reduzierten Form nicht wiedergefunden 
woh! aber bei der Messung des Gesamt-Vitamins C. Dies riihrt wahr- 
scheinlich von der von Szent-Gydrgyi!, Kendall? sowie Tauber® be- 


schriebene Ascorbinséureoxydase her, woriiber wir spater ausfiihrlich 


berichten. 

Bei Kartoffeln, Riiben, siiBen Kartoffeln usw. ist unbestimmbar 
wenig in reduzierter Form, aber eine maBige Menge in Dehydroform 
vorhanden. Bei Rettichen, Riiben usw. ist im duBeren Teil meh 
Vitamin enthalten als in den inneren Teilen und noch weit mehr in 
den Bblattern. 

Spinat zeigte bei diesem Versuch sehr kleine Werte, und auch die 
Indophenolmethode ergab fast das gleiche. Friiher haben wir‘ mit de: 
Indophenolmethode einen Vitamingehalt von 141 mg-% gefunden. 
Nach Tressler®> kann der Vitamingehalt von Spinaten, Erbsen usw. 


Tabelle III]. Vitamin C in Gemiisen. 





Vitanrin-C-Gehalt (mg-° Reduziert 
______—________ insgesamt 
“reduziert insgesamt 0!, 


Colocasia antiquorum, Schott... . . 0 (< 0,21) 11,5 
Solanum tuberosum L., auBen. ... . 0 (< 0,21) 14,9 
# L., innen ee 21,7 26,8 

Ipomoea batatas var. edulis. .... . 04< 021) | 22 
Dioscorea japonica Thumb. . . . . 2, 6,1 
Brassica campestris subsp. Rapa, auBen . | 17,0 
nl »  innen . 3, 7.0 

Blatt. 2* 48,3 

Stengel 17,8 


! Szent-Gyérgyi, Biochem. J. 222, 1387, 1928; J. of biol. Chem. 9), 
385, 1930. — ? Kendall, Proc. Staff Meetings, Mayo Clin. 6, 296, 1931 
3 Tauber, Kleiner u. Mishkind, J. of biol. Chem. 110, 211, 1935. 
4 Fujita u. Miyata, Tokyo Ijishinshi 2894, 3, 1934. — ° Tressler, Mack 
King, Amer. J. Publ. Health 26, 905, 1936; Food Research 1, 3, 231, 1936 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





nin ( 
sche 
Vitamin-C-Gehalt (mg-°/9) Reduziert 
samt j Ue Snead 8 jnanesamt 
nN zu reduziert insgesamt 
4e) 
ae Raphanus sativus, auben. . ..... 11,4 15,8 
saure : as 
- m= innen be aks 4,6 7.9 
men * ‘s Blatt . . ey 36.6 95,5 
* ge . . Stengel 9.8 20,1 
i den Daucus carota lL... .... ; 0 (< 0,21) 7,6 
tierte Arctium Lappa. . Mle a ewe) ae eee 6,8 
: Zingiber officiniale Rose. irate : 0 (< 0,21) 6,2 
bin. Sagittaria sagittifolia L. var. sinensis . 1,4 6,2 
nden Zingiber Mioga, auben . 0 (< 0,21) 0,6 
vahr- e eS eee 0 (< 0,21) 2,5 
3 he. Ai TON i a et mk 1,4 20,0 
selich Allium Cepa L.. : .. . aby ete 6.8 8.8 
Allium Scorodoprasum L. ik Bee 6,0 30,7 
Entrema Wasabi Maxim. .. . ; 24,0 23,7 
mbar Nellumbo nucifera, unterirdisch. Stengel 24.5 49.6 
form Allium fistulosum L., weiBer Teil. . . 17.4 20,0 
mehr : a 6.3 17,0 
he 3 Cryptotaenia japonica, Blatt . . eae 0 (< 0,21) 11,9 
- : , Stengel .. . 0 (< 0,21) 15 
Spinacia oleracea, Blatt . . . . . 0 *(< 0,21) (2: 
h die 2 a Stengel . . . sei 0 (< 0,21) 4,3 


t der Brassica campestris L., Blatt. . oe 44.4 * 61,6 
is » Ownage ..... 18,3 24,3 
Brassica oleracea . . aya 18,3 41,6 
Solanum melongena, anSen 2 ie ; (< 0,21) 2,8 
om - a Eee eee (< 0,21) 1,5 
Cureurbita maxima, auben. .... . 1,9 23,1 
es a innen . . ee tay (< 0,21) 11,3 
Cucumis sativus, L., auben. . . i (< 0,21) 21,6 
e . , pum... (< 0,21) 17,8 
* ‘ eS a (< 0,21) 29,7 
Capsicum longum L., Fleisch .. . . 1,6 123,0 
m . ia MERE ate 6S, Sanu (< 0,21) 14,8 
Capsicum annuum L., var. grossum, 

a OS er i cerca ae mertae 1,6 31,6 
Capsicum annuum L., var. grossum, 

Sendl., Samen . . it 0 (< 0,21) 10,3 
Lycopersicum escclentam, Pre Bsaft es 10,3 15,1 
Phaseolus vulgaris, Samen ...... 0 (< 0,21) 23,1 

so . Hiilse . . hee 0 (< 0,21) 14,1 
Apium graveolens, Blatt. ...... 0*(< 0,21) 24.4 
‘s 6 ee 0 (< 0,21) &,5 


iden. 
usw. 


Armillaria Mutsutake Ito et Imai, Hut . 2,2 10,4 
. - aa - @ ae 1,6 6,6 
ck u Porphyra tenera, trocken ...... 174,2 243,0 


1936 * Die zugesetzte Ascorbinsiure wurde zu 10°) wiedergefunden. 
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je nach Art, Zeit, Ort, Diingemittel, Erde, Alter usw. bedeutend variieren 
Die Zahlen der Tabelle stellen Beispiele der untersuchten Vertreter dai 

Die Ergebnisse fiir Obst sind in Tabelle 1V angegeben. In de: 
Mandarinen und Citronen liegt fast samtliches Vitamin als reduzierte 
Form vor, und in der Haut ist doppelt soviel enthalten wie im Saft 
Auch kommt es bei Obst sehr haufig vor, dab sehr wenig Vitamin ( 
in reduzierter Form, dagegen viel in der Dehydroform vorliegt. De: 
Anteil an Dehydroform andert sich aber mit der Dauer des Aut 
bewahrens sehr. Im allgemeinen ist in ganz frischem Zustand vie! 
in reduzierter Form vorhanden, die allmahlich in Dehydroform iibergeht, 
und zwar von auBen beginnend; schlieBlich verschwindet sie bzw. wird 
irreversibel oxydiert. Ein Beispiel fiir Kaki wird in Tabelle V angefiihrt. 


Tabelle IV. Vitamin C in Obst. 





| 
1 


Vitamin-C-Gehalt (mg-°/) Reduziert 
- - insgesamt 
| reduziert insgesamt 0 


Citrus Aurantium subsp. Natsudaidai, Haut Tis 75,8 
. PeeaNett 6s a ss 29,2 28,0 
Citrus Aurantium, L. var. Junos, Saft 37,8 45,3 
Citrus limonum, PreBsaft ...... 40,0 41,0 
Diopyros Kaki, auBen or 83.2 * 
st ae LD ane Corian 24,9 
. ah GRE rier Mie ay. ge 0 (< 0,21) 
Pirus sinensis, Lindl., inmnen .... . 0 (< 0,21) 
Ficts-deriok agen... . 6 <6 So ws 0 (< 0,21) 
. cor OSIRIS = ie Ae a mac) 0 (< 0,21) 
DIRRROR is se RRR ees 5,4 
Musa sapientum Cer ern emer (< 0,21) 
Cucumis Melo, L. var., Prefsaft . . . 0,8 
Citrullus vulgaris, Schrad., PreBsaft . . 2,3 
Cocos nucifera L., Fleisch... .. . 6,9 
Malus pumilia var. dulcissima, Prebsaft . 0 (< 0,15) 
Vitis vinifera L., PreBsaft ...... 0 (< 0,15) 
Prunus, tritlora Roxb., Prefsaft . . . ) (< 0,15) 2,4 
Castanea sativa var. pubinervis. . . . 0 (< 0,15) 32,3 
* Das Filtrat war gelbbraun und getriibt. Nach Zusatz der Reagenzien flockt die Triibung 
aus. Die iiberstehende Lisung war klar. 


Tabelle V. Vitamin-C-Gehalt in Kaki (mg-®,). 





Hautteil Fleischteil 


reduziert reduziert 
reduziert |  ins- insgesamt reduziert | insgesamt insgesam! 
gesamt i 
0 
Frisch gepfliickt | 71,8 46 24,9 49,9 
Nach etwa 
20 Tagen. . 0(< 0,30) ! 
Nach etwa 
25 Tagen. . 0(< 0,15) 365); ~0 


39,0 ~ 0 
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3. Vitamin C in griinem Tee. 
Tabelle VI. VitaminC in Tee. 
In Klammern: Indophenolwerte. 





Vitamin-C-Gehalt (mg-°/9) Reduziert 
. —e —_______—__ Insgesamt 
reduziert insgesamt 0/5 


DOE a Se eos ees 149 (315) 222 (222) 67 
Gren. eo on A 32,5 (105) 48,7 (49,2) 67 
Ryokucha, Sencha ...... 110 (248.5) 220 (224) 50 
Usucha, Matcha ....... 32,5 (62,0) 72,9 (72,9) 45 
Oommptes 0 * (638) 24,3 (23,0) ~ 
Schwarzer Tee, Lipton... . 0* (53) 0 (0) ~ 0 


* Bei diesen Fallen wurden von der zugesetzten Ascorbinsdure nicht 100° 9, sondern rund 
50 bis 80°/9 wiedergefunden. Metaphosphorsaures Filtrat war gelblich getriibt. Nach Zusatz 
von Folin-Reagens entstand ein gelblichbrauner Niederschlag und die tiberstehende Fliissigkeit 
war nach Zentrifagieren leicht gelblich und klar. Bei der Gesamtvitamin-C-Bestimmung war 
das Filtrat nach Behandlung mit H2S leicht gelblich braun. 


Da seit den Untersuchungen von Miura! bekannt ist, daB griiner 
Tee sehr viel Vitamin C enthalt, haben wir einige Vertreter der ver- 
schiedenen Teearten untersucht. Die Ergebnisse zeigt Tabelle VI, in 
der auch die Indophenolwerte angegeben sind, weil bedeutende Unter- 
schiede zwischen beiden Methoden bestehen. In solchen Fallen ist die 
Indophenolmethode kaum zuverlassig, da zu viel stérende Substanzen 
im Tee vorhanden sind. Wie aus Tabelle V ersichtlich, ist sehr viel 
Vitamin C in griinem Tee enthalten, sowohl in reduzierter als auch in 
oxydierter Form, wahrend in schwarzem Tee kaum welches enthalten 
ist. Zugesetzte Ascorbinsaure wird bei der Bestimmung der reduzierten 
Form in Oolong- und schwarzem Tee nicht vollkommen wiedergefunden 
(wohl aber bei griinem Tee), sondern ungefahr 50 bis 80 ©... méglicherweise 
wegen der Gegenwart oxydierender Substanzen. Bei der Gesamt- 
Vitamin-C-Bestimmung werden durch die Vorbehandlung die stérenden 
Substanzen vollkommen beseitigt und die gefundenen Werte stimmen 
bei den beiden Methoden praktisch iiberein. 


Zusammenfassung. 


Mit der neuen Methode zur Bestimmung des reduzierten sowie des 
Gesamt-Vitamins C wurde die Verteilung des Vitamins in verschiedenen 
tierischen und pflanzlichen Geweben untersucht. In den tierischen 
Geweben ist das Vitamin C hauptsachlich (iiber 80 °,) in der reduzierten 
Form vorhanden, wahrend im Blute fast das gesamte Vitamin (iiber 
94°) als Dehydroform vorliegt. In den Organen, die viel Blutbestand- 
teile sowie Hamoglobin enthalten, wie Milz, Placenta, Knochenmark, 


1 Miura u. Mitarbeiter, Nippon Nogei-Kagakkai Zasshi 1, 34, 1924; 
Rikagaku-Kenkyusho Tho 5, 142, 1926; 8, 506, 1929. 
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Skelettmuskel, Herzmuskel usw. liegt ein bedeutender Anteil als Dehydr: 
form vor. 

Bei den pflanzlichen Geweben ist besonders viel Vitamin in griinen 
Blattern enthalten, wobei die Dehydroform einen bedeutenden Ante! 
ausmacht. Bei den Wurzeln von Rettichen, Riiben usw. ist in den 
aiuBeren Teilen viel mehr Vitamin enthalten, und zwar zwei- bis dreima!| 
so viel wie in den inneren. In Mandarinen und Zitronen liegt das Vita 
min vorwiegend in reduzierter Form vor; und zwar ist in der Haut 


etwa doppelt soviel vorhanden wie im Fleisch. Bei Gurken und Melonen 


kommt dagegen hauptsichlich die Dehydroform vor, und zwar in der 
Haut bedeutend mehr als im Fruchtfleisch. Im frischen Zustande ist 
die reduzierte Form etwas starker vorhanden und geht beim Auf- 
bewahren in die Dehydroform iiber, um schlieBlich ganz zu_ver- 
schwinden. 

Im griinen Tee ist viel Vitamin enthalten; die Dehydroform macht 
etwa 50 bis 70°, aus; in Oolongtee ist wenig, und zwar ausschlieBlich 
in Dehydroform, und in schwarzem Tee praktisch tiberhaupt kein 
Vitamin C enthalten. 
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Katalaseaktivierung in lebenden Zellen. III. 
Von Kazuo Yamafuji. 
(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
in Fukuoka.) 


(Eingegangen am 18, Januar 1937.) 


Die Tatsache, daB bei den Metamorphosevorgaingen der Insekten 
die mitogenetische Strahlung besonders zur katalatischen Tatigkeit 
im K6rper in enger Beziehung steht (1) (2), daB ferner durch Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht die Katalasewirkung der Hefezelle und des 
Seidenraupeneies bedeutend gesteigert wird (3), fiihrte mich zu der 
Vermutung, da8 auch durch Belichtung mit mitogenetischen Strahlen 
die Katalase in lebenden Organismen aktiviert werden mu. Trotz 
der sehr geringen Intensitaét der mitogenetischen Strahlung konnte 
ich in der vorliegenden Arbeit die Richtigkeit dieser Annahme voll- 
kommen bestitigen. 

Wenn man die wiisserigen Suspensionen der sich teilenden Hefe- 
zellen den Strahlen einer biologischen Quelle, die durch eine kristallinische 
Quarzplatte gefiltert wurden, aussetzt, so erfolgt eine Aktivierung der 
Katalase in den Zellen. Verwendet man aber geschmolzenen Quarz 
als Strahlenfilter, so findet eine viel geringere Steigerung der Katalase- 
aktivitat statt. Das normale Blut hat die Eigenschaft, die Hefekatalase 
der jungen Kojiwasser- bzw. Agarkulturen mitogenetisch zu aktivieren, 
diese Fahigkeit geht aber bei blausdurevergiftetem Blut verloren. Bei 


der Bestrahlung alter Hefen ergab sich stets eine sehr schwache 
Katalaseaktivierung. 


Experimenteller Teil. 
Methodisches. 


Da bekanntlich die Intensitat der mitogenetischen Strahlung auber- 
ordentlich gering ist, ist es notwendig, die strahlende Flache méglichst groB 
zu halten. Zu diesem Zweck wurde der Strahler als diinne Schicht in ein 
GefiB von 88mm Durchmesser gebracht, dessen Boden aus einer kri- 
stallinischen Quarzplatte von 2mm Dicke besteht. Dicht unter ihn wurde 
eine 20mm hohe Glasschale von 85mm Durchmesser gesetzt. In den 
meisten Fallen wurden 12 cem Detektorhefesuspension in diese Glasschale 
eingetragen, bisweilen geschiittelt und nach der Bestrahlung 5 bzw. 10 ccm 
dieser Suspension zur Katalasebestimmung verwendet. Gleichzeitig be- 
stimmte ich die Hefemenge dadurch, daB ich den anderen aliquoten Teil 
des Detektors wieder in einen kleinen MeBzylinder eingoB und stark zentri 
fugierte. Der Strahler wurde jede |), Stunde frisch bereitet und jedesmal 
das GefaB gut gereinigt, um die Strahlen gut durchzulassen. Wenn nicht 
anders angegeben, dauerte die Bestrahlung stets 2 Stunden. Es ist nétig, 
als Detektor eine nicht zu konzentrierte Hefeemulsion zu verwenden. 
Beim Kontrollversuch diente eine Glasschale statt eines QuarzgefiBes zur 
Aufnahme des mitogenetischen Strahlers. Dabei miissen die anderen Mab- 
nahmen in genau derselben Weise durchgefiihrt werden wie beim Haupt- 
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versuch. Die Katalaseaktivitat der Detektorhefe wurde im wesentlichen nach 
der friiher mitgeteilten Methode (3) ermittelt. Es ist dazu zu. bemerken, 
da bei diesen Aktivierungsversuchen die Enzymaktivitat besonders mittels 
der bei kurzer Versuchszeit erhaltenen Reaktionskonstanten errechnet 
werden mu; denn im allgemeinen nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit 
der aktivierten Katalase, wie ich bei den Versuchen iiber die Aktivierung 
durch Wasserstoffperoxyd beobachtet habe, im Laufe der Zeit etwas 
schneller ab als diejenige der nicht aktivierten. 

1. Versuchsreihe: In einer friiheren Mitteilung (2) habe ich gezeigt, 
daB beim Seidenspinner vor allem die junge Puppe und das Ei im ersten 
Stadium der Bebriitung eine Fahigkeit besitzen, mitogenetische Strahlen 
stark auszusenden. Deshalb wurde in der vorliegenden Untersuchung 
zunachst der Brei solcher Puppen als Sender benutzt. Zur Bereitung 
des Detektors ziichtete ich die Hefen aus der 7- bis 30tagigen Agarkultur 
ebenfalls auf Kojiagar. Nach etwa 20stiindigem Stehen im Brutschrank 
bei 30° wurden die Hefezellen in Wasser suspendiert, zentrifugiert und 
nochmals gewaschen. Der letzte Riickstand in der Zentrifuge wurde 
wieder in Wasser aufgenommen, kraftig geschiittelt und dann zur mito- 
genetischen Bestrahlung gebracht. Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, 
wirkt eine iibermaBige Bestrahlung auf die Hefekatalase etwas hemmend. 


Tabelle I. 





Bestrahlungs- : Torula colliculosa Saccharomyces ellipsoideus 
dauer Strahlenfilter Gatocate : ee eae 
Std. k. 104 Rel. k 


k. 104 Rel. k 


Glas 14,7 100 17,7 100 
Quarz 21,2 144 22,0 . 124 
Glas 33,6 100 20,0 100 
(Juarz 33,6 . 100 18,9 94 


2. Versuchsreihe: Es ist eine allgemein angenommene 'Tatsache, 
daB der geschmolzene Quarz die mitogenetischen Strahlen sehr wenig 
durchlaBt. Ich habe daher bei dieser Versuchsreihe eine 2mm dicke 
geschmolzene Quarzschale von 88 mm Durchmesser zum Vergleich mit 
der kristallinischen Quarzplatte verwendet. Dabei dienten die Seiden- 
raupeneier als Sender. Die Eier waren im Sommer gelegt; sie wurden 
nach 60tagiger Aufbewahrung bei 2° mit Salzsdiure belebt, hierauf bei 
25° bebriitet und sofort nach dem Zerreiben verwandt. Die Herstellung 
der Detektorhefeemulsion erfolgte in der oben beschriebenen Weise. 


Tabelle II. 





Saccharomyces ellipsoideus Torula colliculosa 


Strahlentilter (Bestrahlungsdauer 2 Std.) | (Bestrahlungsdauer 21/, Std.) 


 k.108~—S«|~Ssé#@Redw k. 104 


er 8,6 100 22,5 
Geschmolzener Quarz . . 9,2 107 23,7 
Kristallinischer Quarz . . 11,6 135 26,3 
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3. Versuchsrethe: Nach den bisherigen Angaben scheint zweifellos 
das Blut gesunder und kraftiger Tiere ein guter mitogenetischer 
Strahler zu sein. Ich habe daher die aktivierende Wirkung der 
Strahlung von Blut auf die Katalase lebender Zellen untersucht. Das 
Blut wurde aus der Ohrvene eines weiBen Kaninchens entnommen, 
mit 4 °%,iger MgS O,-Lésung verdiinnt und sogleich als Sender verwendet. 
Die Detektorhefen wurden nicht in reinem Wasser, sondern in einer 
5% igen Glucoselésung suspendiert und 2 Stunden lang bestrahlt. 


Tabelle ILI. 





Torula colliculosa Saccharomyces ellipsoideus 


Strahlenfilter LEO, eRe Bee 
k. 104 Rel. k k.104 Rel. k 





Ns. de : 100 30.5 100 
Qasr. . |... 21, 110 33,0 108 

4. Versuchsreihe: Zum Nachweis der mitogenetischen Strahlung 
nach der Hefemethode wurden die Detektorhefen entweder in einer 
Nahrlésung oder auf einem festen Nahrboden geziichtet. Die Frage, 
welche von beiden Kulturen als Detektor vorzuziehen ist, ist umstritten. 
Ich habe zunachst die Empfindlichkeit des Hefeenzyms in der fliissigen 
Kultur gegen mitogenetische Strahlen des Blutes geprift. Zu diesem 
Zweck wurden die Hefen einer 25 Tage alten Agarkultur in Kojiwasser 
eingetragen und 18 Stunden auf 30° gehalten. Da die Kultur ziemlich 


gelb gefarbt ist, muB sie vor der Bestrahlung mit Wasser zwei- bis vier- 
fach verdiinnt werden, um die Katalasebestimmung méglich zu machen. 


Tabelle IV. 





: ; Saccharomyees ellipsoideus Torula collieulosa 
Strahlenfilter |—— —— — we 
et 


k. 104 Rel. k k. 10+ hk 


Ce ie 22,7 100 19,3 100 
Conte 26,7 118 23,1 120 

5. Versuchsreihe: Ferner wurde der EinfluB mitogenetischet 
Strahlung des Blutes auf die katalatische Wirksamkeit der Kojiagar- 
kulturhefen untersucht. Aus der alten Agarkultur wurden die Hefezellen 
mit Hilfe einer Platinése in sterilisiertem Leitungswasser aufgeschwemmt, 
kraftig geschiittelt und dann auf eine Agarplatte in einer Glasschale 
gegossen. Nach 16stiindigem Wachstum bei 30° wurde die Agarplatten- 
kultur bestrahlt. Die Hefen wurden wieder in Wasser suspendiert und 
ihre Katalaseaktivitat bestimmt. 


Tabelle V. 





Pe . Torula ecolliculosa Saccharomyces ellipsoideus 
Strahlenfilter . eee oe — : 


k. 104 Rel. & k. 104 el 


ae oe 28.6 100 if 100 
Qaarr. . . . 37,5 131 ; 113 











K. Yamafuji. 


6. Versuchsrethe: Die Tatsache, daB durch Versetzen des Blutes mit 
Blausiure das Auftreten der Strahlung ausbleibt, hat mich veranlaBt 
zu untersuchen, ob solches Blut durch Fernwirkung die Hefekatalas: 
noch aktivieren kann. Das Blut wurde mit n/1000 KCN-Lésung vier 
bis fiinffach verdiinnt und in ein QuarzgefaB eingetragen. Zur Kontrol 
diente eine Glasschale, die mit Wasser hamolysiertes Blut enthalt 
Die wasserige Suspension der Detektorhefe wurde wie bei der 1. Ver 
suchsreihe hergestellt. 

Tabelle VI. 





Saccharomyces 


Strahlen- Strahler ellipsoideus 


filter 


Torula colliculosa 
i 104 Rel. k Q. 104 Rel. & 


Glas Mit Wasser hamolysiertes Blut 9,4 100 23,4 100 
(Juarz Mit Blausiure vergiftetes Blut 9,3 99 23.6 101 


7. Versuchsreihe: Fir den Nachweis der mitogenetischen Strahlung 
werden immer junge Hefekulturen, die 5 bis 20 Stunden alt sind, als 
Detektoren benutzt. Ich habe nun untersucht, welche Beziehung 
zwischen der Kulturdauer der Detektorhefen und der Empfindlichkeit 
ihrer Katalase gegen mitogenetische Strahlung besteht. Die Detektor- 
hefen (Torula colliculosa) wurden auf Kojiagar geziichtet und in einem 
Brutschrank bei 30° belassen. Nach bestimmter Zeit wurden die Hefe- 
zellen in Wasser aufgeschwemmt urid den Strahlen aus dem mit Wasser 
hamolysierten Blut ausgesetzt. 


Tabelle VII. 





Strahlen-  Strahlen- Akti- . Strahlen- Strahlen- Akti- 
filter: filter : vierungs- Kultur- filter : filter : vierungs- 
Glas Quarz grad dauer Glas Quarz grad 

Tage k. 104 k. 104 Tage -k.104 k.104 0 


Kultur- 
dauer 


37,3 48.5 é 5 28,0 9 
49,6 59,2 6 E 26,8 5 
40,7 43,7 7 : 27,6 2 
29,6 31,1 





Bei all diesen Versuchen (1. bis 7. Versuchsreihe) habe ich stets 
neben dem Aktivierungswert der Katalase auch den Vermehrungsgrad 
der Zellen durch die Bestrahlung bestimmt und konnte feststellen, da’ 
im allgemeinen der Unterschied der Hefemenge zwischen dem Haupt- 
und dem Kontrollversuch, im Vergleich mit demjenigen der Katalase- 
aktivitat, auBerst klein ist. 


Literatur. 


1) K. Yamafuji, diese Zeitschr. 286, 225, 1936. — 2) Derselbe, Bull. 
agricult. chem. Soc. Japan 12, 90, 1936. -- 3) Derselbe, Enzymologia 1, 
120, 1936. 
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ber die Beziehungen 
des Thrombolysins und Thromboligins zur Blutgerinnung. 
VI. Mitteilung: 
Uber Fibrinolyse. 
Von 
Max Rosenmann. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Pearson-Stiftung, Wien, IX.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1937.) 


Gelegentlich meiner ersten Studien iiber Fibrinolyse habe ich es 
unterlassen, die eventuellen Beziehungen zur Blutgerinnung zu unter- 
suchen. Es wurden wohl einige Beobachtungen in dieser Richtung 
gemacht, jedoch nicht veréffentlicht. Der Grund lag zum Teil in der 
zu jener Zeit noch mangelhaften Methodik der Darstellung der einzelnen 
Gerinnungsfaktoren. Es sei in diesem Zusammenhang erinnert an 
die Arbeiten von A. Fischer und seinen Mitarbeitern, sowie von H. /. 
Fuchs u. a. 


Im folgenden wurde nun der Versuch gemacht, einerseits den 
EinfluB der einzelnen Gerinnungsfaktoren auf die Fibrinolyse, anderer- 
seits den Einflu8 des Thrombolysins bzw. Thromboligins auf die Blut- 
gerinnung zu kliren. Dies erwies sich schon deswegen als notwendig, 
weil von mancher Seite das Thrombolysin und Thromboligin mit den 
Blutgerinnungsfaktoren identifiziert wurde. So erhalt nach Nolf! 
das Antithrombin das labile Gleichgewicht von drei Kolloiden, wovon 
zwei, Fibrinogen und Thrombogen, von der Leber stammen und eins, 
das Thrombocym, von den GefaBendothelien und Blutplattchen ge- 
liefert wird. Das Thrombocym sei eine Protease und bewirke die 
Lésung des Fibrins. Oppenheimer (1) glaubt nun, daB das Thrombolysin 
identisch ware mit dem Thrombocym von Nolf, wihrend das Throm- 
boligin einem von der Leber gebildeten Kérper entsprechen wiirde, der 
die Blutgerinnung hemmt (Heparin ’). 

Nun aber bestehen prinzipielle Unterschiede zwischen den Faktoren 
der Blutgerinnung und den wohl auch im Blute vorkommenden ferment- 
artigen K6érpern, Thrombolysin und Thromboligin. Die Blutprotease 
vertragt nach Yamakawa (1) eine 30 Minuten lange Erhitzung auf 55° C, 
wahrend das Thrombolysin schon bei 48°C nach !/, Stunde weitgehend 
zerst6rt ist. Das Thrombocym wird bei dieser Temperatur nicht zerstért, 
ja man kann sogar den Stromaextrakt kochen, ohne daB die Throm- 
bokinasewirkung darunter leidet. AuBerdem liegt das pu-Optimum beim 
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Thrombolysin mehr nach der alkalischen Seite hin. Auch das Thron 
boligin wird bei 65°C zerstért. 

Trotz dieser prinzipiellen Unterschiede ist es aber doch notwendi; 
diese zwei Substanzen, Thrombolysin und Thromboligin, von de: 
einzelnen gerinnungsférdernden und -hemmenden Faktoren zu trenne1 
sowie die gegenseitigen Beziehungen der Faktoren der Fibringerinnu 
und der Fibrinolyse zu studieren. Zu diesem Behufe untersuchte ic! 
den EinfluB des Thrombolysins und Thromboligins einerseits auf d 
Germnung von Pferdeoxalatplasma, andererseits auf die Gerinnun: 
einer Fibrinogenl6sung nach Zusatz der einzelnen Gerinnungsfaktore: 
sowie den EinfluB des Thrombolysins und Thromboligins direkt ohn 
Zusatz der Gerinnungsfaktoren. In einer anderen Versuchsreihe wurd: 
der EinfluB der einzelnen Gerinnungsfaktoren auf ein fibrinolytisehe 
System untersucht, ebenso der EinfluB des Heparins auf 
Fibrinolyse. 

Als thrombolysinhaltiges Material wurde der Einfachheit halbe: 
der Niederschlag gewahlt, der bei der Dialyse des filtrierten Fibrin 
autolysats entsteht, und der dann in 0,85°%,iger Kochsalzlésung gelést 
verwendet wurde. Als Thromboligintrager wurde einerseits das durch: 
Dialvse gereinigte Pferdeserum verwendet (dessen Thrombolysin mit 
den wasserunloslichen Globulinen entfernt wurde), andererseits ein auf 
dieseJbe Art gereinigtes seréses Plepraexsudat. 


Die Beziehung des Thromboligins zur Blutgerinnung. 


Bekanntlich geht das Thrombin im Serum beim Altern desselben 
bald zugrunde, bzw. wandelt sich in eine unwirksame Form um. Zu 
folgendem Versuch wurde ein 8 Tage altes Serum verwendet, das mehrere 


Tage lang gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert und dann durch 


Zentrifugieren von den wasserunléslichen Globulinen befreit wurde 
(Thromboliginlésung). Daneben wurde natives nicht dialysiertes Serum 
verwendet. Nachdem festgestellt worden war, daB beide die Fibrinolyse 
in gewohnter Weise hemmen, wobei die Thromboliginlosung starker 
hemmt als das native Serum, wurde in folgender Versuchsanordnung 
sowohl das Serum als auch die Thromboliginlésung dem Oxalatplasma 
zugesetzt. 

Versuch 1 (Tabelle I). Je 4cem Oxalatplasma wurden zwecks Aus- 
schaltung der Caleitumwirkung mit je 0,5 ccm 0,8 °,iger Natriumcitricum 
l6sung versetzt, dann Serum bzw. Thromboliginlésung in steigenden Mengen 
zugegeben und zu allen Reagenzglasern die vorher bestimmte optimale 
Chlorcalcitummenge zugesetzt und hierauf die Gerinnungszeit registriert. 

Es zeigte sich, daB in den mit Serum beschickten Reagenzglasern 
die Gerinnung etwas friiher eintritt als in den mit Thromboligin be- 
schickten. 
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Tabelle I. 


Je 4cecem Oxalatplasma, 0,5 cem 0,8°,iges Natr. citric. 





’ Gerinr > nac 
Gerinnung nach Cc ied — 
« Ne 


12 Std. 10 Min. 40 Min. 60 Min, 


Thromboligin 0,5 


1,0 - Eine ganz 


kleine Flocke 


2,0 Kine ganz Kine ganz Dasselbe 


kleineF locke kleine Flocke 

Serum 0.5... Dasselbe Dasselbe 
a , : : 
ee, || ee ‘ 7 
Kontrolle . - ee 

Da nun die Fibrinolyse im Gegensatz dazu starker durch die Throm- 
boliginlésung als durch das Serum gehemmt wird, so ist es offenbar, dab 
die gerinnungsférdernde Wirkung der genannten Lésungen deren Throm- 
boligingehalt nicht parallel geht, mit anderen Worten, das Thromboligin 
hat keinen hemmenden EinfluB8 auf die Blutgerinnung, es hat demnach 
keine heparinartige Wirkung. 

In einem weiteren Versuch wurde als Thromboliginlésung dialvsiertes 
Pleuraexsudat, das bekanntlich sehr reich an Thromboligin ist, ver- 
wendet und beobachtet, welchen EinfluB dasselbe auf die Blutgerinnung 
mit und ohne Zusatz von Thrombokinase hat. Als Oxalatplasma wurde 
zu diesem Versuche ein mehrere Tage altes Pferdeoxalatplasma ver- 
wendet, das auf einige Stunden in den Brutschrank gestellt wurde, 
da es sich gezeigt hat, daB bei dieser Behandlung die Thrombokinase 
zugrunde geht. Die Thrombokinase wurde aus menschlichem Struma 
yewonnen, deren gekochter PreBsaft sich in Ubereinstimmung mit den 
Angaben von K. Lenggenhager reich an Thrombokinase erwies. 

Versuch 2 (Tabelle II). In sieben Reagenzglisern wurden 3 ccm Oxalat- 
plasma 10 Stunden in den Brutschrank gestellt, dann gekiihlt und zum 
Vergleich drei Reagenzgliser mit frischem Oxalatplasma aus dem Eis- 
schrank dazugestellt. In zwei Reagenzgliser wurden 0,3 cem Exsudat 
gegeben, in weitere zwei Glaser gekochter und ungekochter StrumapreBsaft 
und in zwei weitere Glaser 0,3 ccm Exsudat und StrumapreSsaft. Wie 
sich aus dem Versuch ergab, erfolgt die Gerinnung auf Calciumzusatz in den 
mit StrumapreSsaft und Exsudat beschickten Proben schon nach 7 Minuten, 
wahrend sie mit Strumaextrakt allein nach 9 Minuten, mit Exsudat allein 
dagegen erst nach 40 Minuten und in den Kontrollen aus dem Eisschrank 
schon nach 18 Minuten eintritt. In den Proben aus dem Brutschrank 
erfolgt auf Calciumzusatz nach 40 Minuten keine Gerinnung. Wir sehen 
demnach, daS das Exsudat die Gerinnung jedenfalls nicht hemmt, ja eher 
etwas beschleunigt, obwohl der Thromboligingehalt des Exsudats sehr 


groB ist. 
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Tabelle II. 





Gerinnung nach Zusatz 

Nr 3cem Exsudat Strumaprebsaft von3 Tropfen 10 9/,igem CaCl, nac! 
Nr. a - 2 
Oxalatplasma Thromboligin gekocht SORTER RIGA) PERSIE ITN Se 

4 Min. 10 Min. 18 Min. 23 Min. 40 Mir 


{ 10 Std. im fio) sa re 
; | Brutschrank 0,3 cem a o 7m +) a 
2 Dasselbe 08 . — ani es ps 
3 ‘ 03 , 5 Tropfen + + | + 4 4 
4 ? " 0,3 - 5 ~ ~ + + —- + 
5 a 5 = + . 4 ue: 
. ae { StrumapreB- _ se 
6 ” \ saft ungekocht ee 
7 a — — os = aes = ae 
3 ecm 0,3 cem ; 
8 Plasma im Eixsudat oi re ‘ag 7 + v 
| Kisschrank | Thromboligin 
wed as StrumapreB- | a 
9 Dasselbe saft 5 Tropfen +i +/+ 
10 . 1 _ 5 _ }—}; — |] —| + = 


Die Beziehung des Thrombolysins zur Blutgerinnung. 


Wenn das Thrombolysin dem Thrombocym, bzw. der Thrombo- 
kinase entsprechen wiirde, so miiBte das Thrombolysin, zum Oxalat- 
plasma zugesetzt, dessen Gerinnung beschleunigen. Es wurde daher 
folgender Versuch ausgefiihrt. Drei Reagenzglaser wurden mit je 
4ccm Oxalatplasma gefiillt, zur ersten Probe 0,5 ccm und zur zweiten 
1 ccm Thrombolysin zugesetzt, wahrend in der dritten Probe nur Oxalat- 
plasma enthalten war. Daraufhin wurde die Gerinnungszeit nach 
Calciumzusatz bestimmt (Tabelle IT1). 


Tabelle III. 
Je 4cem Ox. latplasma + 0,15 cem 10° ige CaCl,-Lésung. 





ow , Gerinnung nach 
Thrombolysin 





1i Min. 18 Min. 25 Min. 30 Min. 


gerd — | ~- — = 


0,5 — — = ~ 
- : + + + 


Dieser Versuch zeigt, daB das Thrombolysin die Gerinnung hemmt, 
wobei diese Hemmung bei Zusatz von 1 ccm starker ist als bei Zusatz 
von 0,5 cem. 

Um die Natur dieser Hemmung zu untersuchen, wurde zundachst in 
einem Vorversuch festgestellt, ob das Thrombolysin bei viertagigem Aufent- 
halt im Brutschrank seine fibrinolytische Kraft nicht einbiiBt. Es zeigt: 
sich, da®B dies nicht der Fall ist Nun wurde das Plasma mit verschiedenen 
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Mengen Thrombolysin versetzt und gleichzeitig mit einer anderen Reihe 
von Proben, die nur Plasma ohne Thrombolysin enthielten, in den Brut- 
schrank gestellt, wobei mehrere Serien bei gleicher Versuchsanordnung 
verschieden lang der Brutschranktemperatur ausgesetzt wurden. Zu jeder 
Serie benutzten wir als Vergleichslésung Plasma, das genau so alt wie das 
im Brutschrank gehaltene Plasma war, jedoch wihrend dieser Zeit im Eis- 
schrank belassen wurde; alle Proben, das Vergleichsplasma und das im 
Brutschrank gestandene Plasma, wurden auf die gleiche Temperatur ge- 
bracht, indem sie unter der Wasserleitung gekiihlt, bzw. erwairmt wurden. 
Nun wurde Chlorcaletum zugegeben und die Gerinnungszeit bestimmt. 

Es zeigte sich, daB die Hemmung der Gerinnung um so starker war, 
je langer das Thrombolysin auf das Plasma eingewirkt hatte (Tabelle 1Va, 
b und ¢). 


Ks fallt allerdings auf, da8 auch das Plasma ohne Thrombolysin- 
zusatz bei Jangerem Stehen im Brutschrank seine Gerinnbarkeit teil- 
weise einbiiBt. Bei kurzem Aufenthalt im Brutschrank dagegen wird 
die Gerinnungsfihigkeit des Plasmas gesteigert, so daB dasselbe auf 
Calciumzusatz friiher gerinnt als das im Kisschrank gehaltene Plasma. 
Man kénnte entweder annehmen, daB bei kurzem Aufenthalt im Brut- 
schrank die Thrombokinase des Oxalatplasmas in ihrer Wirkung akti- 











viert, dagegen bei lingerem Stehen zerstért wird, oder daB das 
Tabelle IVa. 
Plasma 3 Std. im Brutschrank, dann Calciumzusatyz Kontrolle 
Gerinnungszeit mit Plasma 
ae %lac © ‘ac « € « 
gee h I lasma Plasma Plasma ohne im Eisschrank 
Calciumzusatz + 0,5 cem + 0,1 cem Phronbothiin rohatiaas 
Thrombolysin Thrombolysin = —— 
10 Min. rae ~ + a 
4 , _ _ + + 
20 a ; iain + nt. 
30, a + + 4 
2 Std. + ie oe + 
aa t oh -} + 
Tabelle IVb. 
Plasma 7 Std. im - Plasma 7 Std. im , 
Brutschrank, be Brutschrank, — 
Cee Bescmdte ss nomaenl OS ce ee ae 
rinnungs- |) . Plasma rinnungs- | Ne y y Plasma 
. rom- ohne schrank = a schrank 
bolysin Throm- vemaiio bolysin Throm- -ohalion 
|| 0,5 ecm bolysin || enaiten 0,5 cem bolysin — 
15 Min. _ — oe 50 Min. +* aa 4. 
ye ~ + + 14 Std. + ** + + 
35, — + + 





* Eine kleine Menge kalkreichen Gerinnsels am Boden des Glischens. 
** Das ganze Plasma geronnen, mit deutlicher Schichtung: das Gerinnsel locker, leicht 
zerreiBlich, nicht elastisch. 
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Tabelle IVe. 





Plasma 20 Std. im Brutsehrank, dann 
Calciumzusatz Plasma 
aaenain | ohne 
Plasma Plasma Plasma Throm- 
+ 0,5 ecm + 0,3 eem + 0,05 eem bolysin 
Thrombolysin  Thrombolysin Thrombolysin 


Kontrolle 
mit Plasm: 
im 
Eissehrank 
gehalten 


Gerinnungszeit 


30 Min. sia 


50 


7 Std. - + 
2 Tage - r a 


Fibrinogen bei langerem Stehen im Brutschrank teilweise der Autolys: 
anheimfallt. 


Zur Klirung dieser Frage wurden die Plasmaproben sowohl mit a 
auch ohne Thrombolysinzusatz nach 14stiindigem Stehen im Brutschrank 
zuerst mit 24 Stunden altem Pferdeserum versetzt, wobei nach 2!/, Stunden 
in den thrombolysinfreien Plasmaproben kleine Gerinnsel auftraten. Nun 
wurde Chlorealeium zugegeben und die Gerinnungszeit der einzelnen Proben 
registriert. 

Tabelle V. 





Oxalat- Frisches 
plasma, Serum, 
14Std.im 24 Std. . . , 

Brutschrank alt 1 Std. 21/, . 5Min. 10 Min, 15 Min. 2st 


Gerinnung nach 0,15 cen 


G ari , ae : 
yerinnung nach Caleiumzusatz nach 


0,5 eem i 
Thrombolysin | | 4 ccm 1,0 


1,0 eem | 
Thrombolysin | | 4 ecem 1,0 
Rin 
a kleines 
Gerinnsel 
4 cem 


Kontrolle Plasma im 1,0 - Dasselbe 
; | Kisschrank 


* Lockeres Gerinnsel, bestehend aus makroskopisch sichtbaren Faden. 
** Am Boden des Glases eine kleine Schicht aus nicht gebundenem Fibrin und Kalk. 


Wie Tabelle V zeigt, wird durch den Serumzusatz und darauf- 
folgenden Calciumzusatz die Gerinnung in den thrombolysinfreien 
Plasmaproben beschleunigt. Denn wahrend die Gerinnung in den 
Plasmaproben ohne Serum auf Calciumzusatz erst nach 12 bis 15 Minuten 
eintritt, erfolgt sie in den mit Serum versetzten Plasmaproben bei 
Calciumzusatz schon nach 5 Minuten. Der teilweise Verlust der Ge- 
rinnbarkeit, den wir bei langerem Aufenthalt im Brutschrank beob- 
achten konnten, riihrt offenbar her von dem Verlust an Thrombokinase. 
So ist es zu erkliren, warum auf Serumzusatz dasselbe Plasma seine 
vollkommene Gerinnbarkeit wiedererlangt. Es bliebe noch die Frage 
offen, warum die mit Thrombolysin beschickten Plasmaproben nach 
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20stindigem Aufenthalt im Brutschrank auf Calciumzusatz nicht 
verinnen. 


In Versuch 6 wurde daher Plasma teils mit Thrombolysin teils ohne 
Thrombolysin 40 Stunden im Brutschrank belassen und dann mit Thrombo- 
kinase (gekochtem Strumaprefsaft) sowie mit Thrombin (gewonnen nach 
der spiiter zu schildernden Methode) versetzt. Wiahrend in jenen Proben, 
die kein Thrombolysin enthielten, die Gerinnung schon auf Thrombokinase- 
zusatz erfolgte, war in den mit Thrombolysin versetzten eine Gerinnung 
nur durch Thrombinzusatz zu erzielen, wobei das entstehende Gerinnsel 
in den mit Thrombolysin versetzten Proben ziemlich schlapp, nicht 
‘lastisch, blieb. (Tabelle VI). 


Tabelle VI. 





Gerinnung nach Zusatz von 3Tropfen 10°/,igem CaCl, 
Oxalatplasma as = 
5 Min. 2 Std. 2/2 Std. 4 Std 


3 cem 
Plasma 
+ 0,5 com 
Thrombolysin 
40 Std. im 
Brutschrank 


5 Tropfen 
Throm- 
bokinase 


, 0.5 cem 
3 cem 


Thrombin 
3 ccm 
3 cem 5 Tropfen 
Plasma ohne Throm- 


Thrombolysin bokinase 


3 ecm 
40 Std. im 
Brutschrank 


0.5 cem 
Thrombin 


Dasselbe — 
Plasma 5 Tropfen 
im Throm- 
Eisschrank bokinase 
a 0,5 eem 
‘ sc hy ° 
Thrombin 


‘ 


3 ecm - a a" 


Im Versuch der Tabelle VII sollte festgestellt werden, ob die Gerinnungs- 
hemmung durch das Thrombolysin diesem selbst oder etwa einer Bei- 
mengung von Antithrombin zuzuschreiben ist. Zu diesem Zwecke wurde 
die Thrombolysinlésung 10 und 15 Minuten lang im Wasserbad auf 60° 
erhitzt und die gerinnungshemmende Wirkung beobachtet. Die Plasma- 
proben wurden teils mit nativem teils mit inaktiviertem Thrombolysin 
beschickt und 4'/, Stunden lang in den Brutschrank gestellt. Wie aus der 
Tabelle VII zu ersehen ist, geht die gerinnungshemmende Wirkung des 
Thrombolysins schon nach 10 Minuten langem Erhitzen auf 60° weitgehend 
verloren. Da nun die Antithrombine bei dieser Behandlung nicht zerstért 
werden, so muB der Hemmungsverlust auf die Inaktivierung des Throm- 


15* 
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Tabelle VII. 





Plasma 4!/, Std. im Brutschrank , 
2 Kon- 


trolle 

Plasma mit 
ohne Plasma 
Throm- im Eis 
bolysin schrank 


Ge + 0,2 cem - OFF) cem + 0.5 ecm 
rinnungs-|) + 0,2 eem 05 ecem 10min.in- 10 min.in- 15 min. in- 
zeit Throm- Throm- aktiviertes aktiviertes aktiviertes 
bolysin bolysin Throm- Throm- Throm- 
bolysin bolysin bolysin 


30 Min. 

.. aoe ! 

oO « 7 ei 

70. 5 4 4 + o 


bolysins zuriickgefiihrt werden. Bei 15 Minuten langem Erhitzen ist die 
Hemmung natiirlich noch sechwacher. 


Dai der Hemmungsverlust bei der Inaktivierung des Thrombolysins 
der Schidigung des fibrinolytischen Ferments zuzuschreiben ist, ergibt sich 
aus Versuch 8: Vergleich der Fibrinolyse mit 10 und 15 Minuten lang 
inaktiviertem Thrombolysin und mit nativem Thrombolysin. Es zeigte 
sich, daB das Thrombolysin gleichlaufend mit dem Verlust seiner gerinnungs 
hemmenden Wirkung auch seine fibrinolytische Hemmung_ einbiibt 
(Tabelle VIII). ‘ 

Tabelle VIII. 


Je 0,5 ceem Fibrin + 4cem 3°,iges NaF. 





Fibrinolyse nach 


5 Std. 8 Std. 20 Std. 


0,3 cem Thrombolysin 

05 » ‘ 

Kontrolle re roe ' ae ee 
0,3 cem 10 min. inaktiviertes Thrombolysin 
ee | ae ” e 

Go: <= 48... ‘ 

Alle diese Versuche ergeben demnach ziemlich einwandfrei, dai 
weder das Thrombolysin noch das Thromboligin mit irgendeinem de: 
Gerinnungsfaktoren zu identifizieren ist. Im Gegenteil scheint das 
Thrombolysin die Gerinnung teilweise zu hemmen, wihrend die Throm- 
boliginlésung offenbar durch die ihr anhaftenden Spuren von Thrombo- 
kinase die Gerinnung in geringem Mae férdert. Jedenfalls ist das 
Thrombolysin nicht mit dem Thrombocym oder Thrombogen und das 
Thromboligin nicht mit einer Substanz zu identifizieren, die heparin- 
artig wirkt. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurde nun nachgepriift, inwiefern die 
einzelnen Gerinnungsfaktoren einen EinfluB auf die Fibrinolyse haben 
(Versuch 9). Es wurden Thrombokinase (dargestellt nach A. Fischer sowie 
nach K. Lenggenhager), Thrombogen (dargestellt nach der Methode von 
Bordet und Delange) und Thrombin (durch Mischen von Thrombogen und 
Thrombokinase) auf ihre die Fibrinolyse beschleunigende bzw. hemmende 
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Wirkung untersucht. Gleichzeitig wurde auch der Einflu8 des Heparins 
auf die Fibrinolyse gepriift, indem zu einem fibrinolytischem System (Fibrin 

Thrombolysin + 1° ,iger Natriumfluoridlésung) 0,5cem und 1 cem 
Heparin (gelést im physiologischer Kochsalzlésung im Verhaltnis von 
1: 1000) zugegeben und die Zeit registriert wurde, nach welcher sich das 
Fibrin ganz aufléste. Zur Kontrolle wurden alle diese K6érper in ihrer 
Wirkung auf das Fibrin ohne gleichzeitigen Thrombolysinzusatz und in 
ihrer Beziehung auf das Thromboligin in der Weise gepriift, daB zu einem 
System NaF + Thrombolysin -+- Thromboligin + Fibrin einer dieser Kérper 
(Gerinnungsfaktoren bzw. Heparin) zugefiigt und hierauf die Zeit der 
Fibrinolyse beobachtet wurde. 


Tabelle IX. 


Je 0,5cem Fibrin + 4cem 2° ,iges NaF. 





Fibrinolyse nach 
Zu untersuchende Substanz wa a 
24 Std. 48 Std. 1 Woche 


Throm- | Throm- 
bolysin | boligin 


| 10 Tropfen gekochter StrumapreSsaft 


| 10 Hiihnermuskelextrakt 
10 e Rindermuskelextrakt 
0,5 com Thrombogen 
0,5. Thrombin 
0,5 , 0,1°/iges Heparin (Hoffman 
La Roche) 
1,0 , 0,1°%iges Heparin 
10 ‘Tropfen Thrombokinase (Struma- 
preBsaft 
10 - Hiihnermuskelextrakt 
0,5 com Thrombogen 
0,5 , Thrombin 
0.5 , Heparin 
10 Tropfen gekochter Strumaprebsaft 
0,5 com Trombogen 
0.5 ., Thrombin 
0.5 , Heparin 
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Wie aus Tabelle IX zu ersehen ist, hat weder die Thrombokinase 
noch das Thrombogen dieselbe Wirkung wie das Thrombolysin, bzw. 
das Thromboligin. Ebenso wenig konnte beim Thrombin eine throm- 
bolysin-, bzw. thromboliginahnliche Wirkung beobachtet werden. 


Beim Heparin beobachteten wir allerdings eine maBige Fibrinolyse- 
hemmung, seine Wirkung ist demnach ahnlich einer schwachen 
Thromboliginwirkung. Da aber das Thromboligin die Gerimnung eher 
beschleunigt, wihrend das Heparin die Gerinnung hemmt, so kann 
das Heparin keinesfalls mit dem Thromboligin identifiziert werden. 


Zur Ergainzung obiger Versuche wurden nochmals einerseits das Throm- 
bolysin und das Thromboligin, andererseits die einzelnen Gerimnungs- 
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faktoren in ihrer gegenseitigen Wirkung auf eine Fibrinogenlésung (he: 
gestellt nach der Methode von H. JI. Fuchs) untersucht. 


Versuch 10. Je 3. ccm Fibrinogen wurden versetzt einerseits mit Throm 
bogen, Thrombokinase, Thrombolysin, Thromboligin allein, andererseit 
mit einer Kombination von Thrombolysin, Thromboligin mit den einzelnen 
Gerinnungsfaktoren. In einer dritten Kombination wurden Thrombolysin 
bzw. Thromboligin zusammen mit Thrombin zu je 3 cem Fibrinogenlésuny 
zugefiigt und die Gerinnungszeit registriert (Tabelle 10). 


Wie aus Tabelle X zu ersehen ist, bewirkt weder das Thrombolysin 
noch das Thromboligin in Kombination mit einem der Gerinnungsfaktoren 
eine Gerinnung der Fibrinogenl6sung. Dagegen bemerken wir auch_ in 
diesem Versuch eine leichte gerinnungshemmende Wirkung des Thrombolysins 
auf die Fibrinogengerinnung durch Thrombin, wahrend die Thromboligin 
losung die Thrombinwirkung ein wenig verstarkt. 


Tabelle X. Fibrinolyse. 


Je 3ccem Fibrinogen. 





y Ge x nac 
Zu untersuchende yerinnung nach 


Substanz 5Min. 11 Min. '35Min. 1 Std. | 2S 


Bekannter 
Gerinnungsfaktor 





10 Tropfen 
Thrombokinase 
0,5 cem 
Thrombogen 
— 0,5 cem 
Thrombolysin 


0,5 eem Exsudat 
Thromboligin 





10 Tropfen 
Thrombokinase 


Dasselbe 


0,5 eem 
Thrombogen 


Dasselbe 


0,5 cem Thrombin 


Dasselbe 


|| 0,25 eem Thrombogen 
i + 0,25 cem 
Thrombokinase 


Kontrolle 


Pferdeserum 


0,5 eem 
Thrombolysin 
0.5 cem Exsudat 
Thromboligin 
0,5 cem 
Thrombolysin 


0,5 com Exsudat 
Thromboligin 


0,5 cem 
Thrombolysin 


0.5 cem Exsudat 
Thromboligin 
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Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Die ausgefiihrten Versuche ergaben ziemlich eindeutig, daB weder 
das Thrombolysin noch das Thromboligin mit irgendeinem der Ge- 
rinnungsfaktoren zu identifizieren ist. Das Thrombolysin hat jeden- 
falls keine Ahnlichkeit mit der Thrombokinase, baw. dem Thrombocym, 
da es die Blutgerinnung teilweise hemmt. Das Thrombolysin kann auch 
nicht mit dem Antithrombin verwechselt werden, da das letztere bei 
‘iner anderen Temperatur zerstért wird als das Thrombolysin. Das 
Heparin hemmt die Fibrinolyse, kann demnach nicht identisch sein mit 
lem Thrombolysin. Ob die gerinnungshemmende Wirkung des Throm- 
bolysins dem Thrombolysin selbst, oder irgendwelchen in der Art seiner 
Herstellung bedingten Beimengungen zuzuschreiben ist, laBt sich vor- 
laufig nicht mit Sicherheit entscheiden. Der Umstand jedoch, daB die 
gerinnungshemmende Wirkung des Thrombolysins dem Grad _ seiner 
fibrinolytischen Wirkung parallel laiuft, spricht eher dafiir, daB das 
Thrombolysin selbst gerinnungshemmend wirkt. Dafiir spricht ferner 
der Umstand, daB das Gerinnsel, welches nach langerer Einwirkung 
von Thrombolysin auf Fibrinogen, bzw. Oxalatplasma bei Zusatz der 
gerinnungserzeugenden Faktoren entsteht, schlapp ist und nie jene 
Elastizitét erlangt wie das Gerinnsel bei Abwesenheit von Throm- 
bolysin. 


Das zu diesen Versuchen verwendete Thromboligin beschleunigt, 
wenn auch unbedeutend, die Gerinnung. Schon dieser Umstand spricht 
gegen eine Verwandtschaft mit Heparin, das die Gerinnung hemmt. 
Andererseits hat es keine Ahnlichkeit mit der Thrombokinase, die 
kochbestandig ist, wahrend das Thromboligin durch Erhitzen auf 
60° bis 65° zerstért wird. Die gerinnungserzeugenden Faktoren hemmen 
die Fibrinolyse nicht, was wiederum gegen eine Identifizierung mit dem 
Thromboligin spricht. 


Inwiefern die Fibrinolyse erzeugenden und hemmenden Koérper 
(Thrombolysin und Thromboligin) einen Einflu8 auf die Blutgerinnung 
haben, d.h. inwiefern sie in das Getriebe der Blutgerinnungsfaktoren 
eingreifen, bleibt weiterer Forschung vorbehalten. Versuche zur Be- 
stimmung des Thrombolysinspiegels im Blute bei der Hamophilie und 
anderen hamorrhagischen Diathesen mit Verlangerung der Gerinnungs- 
zeit oder Bildung eines minderwertigen Fibringerinnsels sind im Gange 
und diirften auch Aufschliisse in der oben angeschnittenen Frage bringen. 
Die fibrinolysehemmende Wirkung des Heparins diirfte auch fiir diese 
Zwecke zu verwerten sein. Die seinerzeit gemeinsam mit Braun ge- 
fundene Thrombolysinvermehrung im Menstrualblut deckt sich sehr 
gut mit der Beobachtung, da das Thrombolysin die Gerinnung hemmt, 
weshalb das Menstrualblut nicht gerinnt. 
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Zusammenfassung. 

1. Das Thrombolysin zeigt bei vielfachen Versuchen, sowohl in 
seiner Wirkung auf Oxalatplasma als auf reines Fibrinogen, kein 
Beschleunigung der Blutgerinnung, es hemmt im Gegenteil die Blut 
gerinnung sowohl bei Thrombin- als auch bei Thrombokinasezusatz: 
Die Hemmung der Blutgerinnung durch das Thrombolysin ist um so 
stirker, je langer dasselbe auf das Gerinnungsobjekt einwirkt. Dic 
Hemmung der Blutgerinnung durch das Thrombolysin geht paralle! 
seiner fibrinolytischen Wirkung. 

2. Das Thromboligin hat keine gerinnungshemmende Wirkung. 
es férdert die Gerimnung sogar in geringem MaBe. Die gerinnungs- 
fordernde Wirkung der Thromboliginlésung geht nicht parallel ihrem 
Thromboliginspiegel. 

3. Keiner der Gerinnungsfaktoren ]éBt sich durch Thrombolysin, 
bzw. Thromboligin ersetzen. 

4. Es konnte bei keinem der Gerinnungsfaktoren ein nennens- 
werter EinfluB auf die Fibrinolyse festgestellt werden. 

5. Das Heparin hemmt, ‘wie das Thrombolysin, die Gerinnung, 
und in geringem MaBe wie Thromboligin die Fibrinolyse. 


Literatur. 
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Zur Feststellung der wirklichen Amylasemenge im Gerstenmalz 
durch Pepton, Proteinasen und Schwefelwasserstoff. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Wanda Swiatkowska. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie der Universitat 
Poznan in Polen.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1937.) 


In einer Reihe friiherer Arbeiten konnten wir nachweisen, daB die 
aktive Amylasemenge in Ausziigen ungekeimter Getreidearten durch 
Proteinasen und besonders durch Schwefelwasserstoff, allein oder mit 
Proteinasen zusammen, vermehrt werden kann!. Besonders charakte- 
ristisch war dabei die Feststellung, daB die aktive Amylasemenge 
durch H,S in weit héherem MaBe vermehrt wird, als dies bei der Ein- 
witkung der Proteinasen allein der Fall war. Dabei konnten wir ferner 
zeigen, daB die Vermehrung der aktiven Amylasemenge unter dem 
EinfluB der Proteinasen nicht ausschlieBlich dadurch zustande kommt, 
da8B das die Amylase angeblich bindende Eiweif8 abgebaut wird?. Be- 
kanntlich wirkt die im ungekeimten Getreide angetioffene Amylase 
sehr stark verzuckernd, dagegen schwach dextrinierend und nur in 
geringem Mafe verfliissigend. Beachtenswert ist deshalb, daB alle 
oben angefiihrten Faktoren mehr oder weniger fast ausschlieBlich nur 
die verzuckernde Funktion erhéhen, wahrend die dextrinierende und 
verfliissigende Amylasefunktion durch diese nur in geringem Mabe 
verstirkt werden. Da gerade die beiden letzteren Funktionen in der 
Malzamylase stark entwickelt sind, haben wir gepriift, wie die obigen 
Faktoren die Malzamylase, besonders deren einzelne Funktionen, 
beeinflussen. 

Experimenteller Teil. 

Zur Untersuchung verwendeten wir drei Brauereigerstenmalze mit 
verschiedenem Amylasegehalt, ferner Papain 1: 100, Lab 1: 300000, 
Trypsin, Pepton sicc. sine sale, lésliche Starke Erg. B. 5 (alles E. Merck), 
Kartoffelstarke Superior aus der Fabrik Luban-Wronki, dazu im Kippschen 
Apparat entwickelten und dann gereinigten Schwefelwasserstoff. 

Die amylolytischen Ausziige wurden wie bei den friiheren Unter- 
suchungen (I. c.) erhalten, d.h. aus 25g Malz, die mit 150 cem H,0 allein 
oder auBerdem mit Pepton, Papain, Lab oder Trypsin versetzt wurden. 
Die Ausziige wurden im Verlauf von 2 bzw. 20 Stunden von Zeit zu Zeit 
geschiittelt. Ahnliche Ausziige wurden mit dem Unterschied hergestellt, 


1 7. Chrzqszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 272, 402, 1934; 274, 274, 
1934; 278, 1:2, 1935; 285, 47, 1936; Biochem. J. 80, 342, 1936. — ? Dieselben, 
diese Zeitschr. 281, 408, 1935. 
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daB sie gleich von Anfang an 10 Minuten, 1 oder 2 Stunden lang mit H,+ 
bei entsprechend langer Einwirkung gesattigt wurden. Nach Filtration de: 
Ausziige wurde dann ihre amylolytische Kraft wie friiher (1. ¢.) bestimmt, 
indem die verzuckernde und dextrinierende Kraft mit Hilfe von 2,5 °,ige: 
léslicher, mit Acetaten auf py = 4,87 gepufferter Starke, und die ver- 
fliissigende Kraft nach der Lintner-Sollied-Methode (1. c.) bestimmt wurde 


EinfluB des H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge des Malz- 
auszuges. 
Es wurden folgende Ausziige hergestellt : 
25g Malz + 150cem H,O-+-4ceem Toluol, Einwirkungsdauer 2 Std. 
2: Wie bei Nr. 1, aber 10 Minuten lang mit H,S gesattigt. 
: Wie bei Nr. 1, aber 1 Stunde lang mit H,S gesattigt. 
: Wie bei Nr. 1, aber 2 Stunden lang mit H,5 gesattigt. 
25 g Malz + 150cem H,O + 4cem Toluol, Einwirkungsdauer 20 Std. 
Wie bei Nr. 5, aber 10 Minuten lang mit H,S gesattigt. 
: Wie bei Nr. 5, aber 1 Stunde lang mit H,S gesattigt. 
Wie bei Nr. 5, aber 2 Stunden lang mit H,S gesattigt. 


Tabelle I. 





r : Dextrinierende Kraft. Bic. Be, j 

Verzuckernde Kraft Verinderung der blauen Farbe Verfliissigende Kraft 
der Starke durch Jod in 

blauviolett | rotbraun | farblos 1g Malz =r é 

i ‘ verflissigt Erhéhung 

%o erfolgt nach Min. g Stiirke 0 





ecm n/20  Erhihung 
Jod 





175 _ 35 75 115 

402 129,7 25 60 130 

445 154,3 25 60 130 

459 162,8 25 60 130 

270 ie 30 65 132 

432,5 60,2 25 60 132 | 

462.5 71,3 25 60 182 | 0,0 
463 71,5 13 25 60 132 | 0,0 


Vor allem sieht man, daB der im Verlauf von 20 Stunden erhaltene 
Auszug bedeutend mehr Amylase als der im Verlauf von 2 Stunden 
erhaltene enthalt, da sowohl im ersteren Falle die verzuckernde als auch 
die dextrinierende und verfliissigende Kraft der Amylase gréBer ist. 
Weiterhin muB festgestellt werden, daB der Schwefelwasserstoff zwar eine 
groBe Vermehrung der aktiven Amylase, aber keine gleichmaBige Ver- 
gréBerung ihrer einzelnen Funktionen bewirkt. Am starksten, um etwa 
160%, wachst im 2-Stundenauszug die verzuckernde Kraft, dagegen 
ist die Zunahme der dextrinierenden Funktion gering und diejenige der 
verfliissigenden minimal. Hinsichtlich der Sattigungsdauer mit H,S 
ist der Unterschied in der Vermehrung der aktiven Amylasemenge bis 
zum Ende der ersten Stunde bedeutend, eine weitere Ansattigung mit 
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H,S dagegen hat fiir eine weitere Amylasevermehrung keine oder eine 
nur unwesentliche Bedeutung. Die prozentuale aktive Amylasezunahme 
ist unter dem EinfluB des Schwefelwasserstoffes in denjenigen Lésungen 
gréBer, deren Ausziige weniger Amylase enthielten, demnach in den 
im Verlauf von 2 Stunden erhaltenen. Die gréBte aktive Amylasemenge 
besitzen jedoch die 20-Stunden-Ausziige, die durch 2-stiindige Sattigung 
mit H,S erhalten wurden. 


EinfluB von Pepton und H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge 
des Malzauszuges. 

Zur Untersuchung wurden folgende Ausziige hergestellt: 

Nr. 1: 25 g Malz + 150 cem H,O + 4 cem Toluol, Einwirkungsdauer 2 Std. 

» 2: Wie . 1, jedoch mit Zusatz von 3g Pepton. 
3: Wie Nr. 2, aber 10 Minuten lang mit H,S gesattigt. 

: Wie Nr. 2, aber 1 Stunde lang mit H,S gesattigt. 

5: Wie Nr. 2, 


25 g Malz + 150 cem H,O + 4cem Toluol, Einwirkungsdauer 20 Std. 
Wie Nr. 6, jedoch mit Zusatz von 3g Pepton. 

Wie 7, aber 10 Minuten lang mit H,S gesattigt. 
: Wie 7, aber 1 Stunde lang mit H,S gesattigt. 

Wie 7, aber 2 Stunden lang mit H,S gesittigt. 


, 


aber 2 Stunden lang mit H,S gesattigt. 


Tabelle II. 





A s Dextrinierende Kraft. sD ? 
Verzuckernde Kraft Veriinderung der blauen Farbe Verfliissigende Kraft 
der Stiirke durch Jod in 





blauviolett | rotbraun farblos lg Malz 


verfliissigt Erhohung 


eem n/20 | ~Erhéhung ae 
Jo : ~ pn 
9/9 erfolgt nach Min. g Starke 9/5 


89,4 = 
153.8 | 72,0 
1578 | 76,5 
156,6 75,2 
156.6 75,2 
122.4 - 

172.0 40,5 
1724 40,8 
1724 408 
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Aus den Versuchen geht hervor, daB die gleichzeitige Einwirkung 
von Pepton und H,S fiir die Vermehrung der aktiven Amylasemenge 
vorteilhafter ist als diejenige des H,S allein, wobei jedoch der Kin- 
wirkungsgrad je nach Amylasefunktion und iiberdies auch Herstellungs- 
zeit des Auszuges verschieden ist. Die gréBte prozentuale Vermehrung 
— um fast 170° — findet bei der verzuckernden Kraft statt, sie ist 
jedoch auch bei der verfliissigenden und extrinierenden Kraft nicht 
klein. Die Vermehrung der verfliissigenden Funktion geht dabei jedoch 
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vor allem auf Rechnung des Peptons, denn die gleichzeitige Einwirkun 
von Pepton und H,§ bewirkt nur noch eine unbedeutende weitere Ver- 
mehiung. Bei der verzuckernden Funktion findet demnach das Gegen 
teil statt, denn deren Menge wird vor allem durch H,S vermehrt. Aut 
die dextrinierende Funktion haben beide erwaihnten Faktoren eine posi 
tive Wirkung. Die Dauer der Sattigung mit H,S hat nur einen un 
bedeutenden EinfluB. 


EinfluB von Papain und H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemeng: 
des Malzauszuges. 
Zur Untersuchung wurden, wie vorher bei Tabelle II, 10 Ausziige 
hergestellt, lediglich mit dem Unterschiede, daB statt Pepton 3 g Papain 
verwendet wurden. Die Ergebnisse sind folgende: 


Tabelle III. 





q : Dextrinierende Kraft. es 
Verzuckernde Kraft Veriindernng der blauen Farbe Verfliissigende Kraft 
der Stirke durch Jod in 


blauviolett | rotbraun farblos 


lg Malz 
— . verfliissigt 
90 erfolgt nach Min. g Starke e 


ecm n/20. Erhéhung Erhébung 


Jod 





174,2 — 5 107 — 

269.5 54 150 40,2 
477,5 174 | 154 43,9 
477,5 174 1" 5 || 155 449 
483,0 177 | 155 44,9 
266.5 = 6 | 1830 |; — 

355,0 33 1 266° | 200 
501,0 88 | 162 24.6 
501.5 88,5 I | 162 24.6 
501,0 | 88 162 24.6 


t 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
0 
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Der EinfluB8 der gleichzeitigen Einwirkung von Papain und H,8 
ist fiir die Vermehrung der aktiven Amylasemenge im Malzauszuge 
annahernd derselbe wie derjenige der Kombination Pepton + H,S, 
jedoch etwas wirksamer. Papain allein wirkt dabei auf die Vermehrung 
der verfliissigenden Funktion der aktiven Amylasemenge etwas 
schwacher. 

EinfluB von Lab und H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge des 
Malzauszuges. 

10 Ausziige wurden wie in Tabelle IT hergestellt, nur wurden statt 
Pepton 6 g Lab verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammen. 
gestellt. 

Die Ergebnisse der Tabelle IV zeigen, daB die beiden Faktoren 
Lab und H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge einen 
ahnlichen EinfluB wie Papain und H,S haben. Die Kombination mit 
Lab bewirkt lediglich eine etwas gr6Bere Vermehrung der verfliissigenden 
Funktion. 
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Feststellung der Amylasemenge im Gerstenmalz. 


Tabelle IV. 





Y : Dextrinierende Kraft. 
Verzuckernde Kraft Veriinderung der blanen Farbe Vertliissigende Kraft 
der Starke durch Jod in 


blauviolett rotbraun farblos ig Malz 
verflussigt 
0}; erfolgt nach Min. g Stirke 


ecm n/20 Erhihung Erhéhung 


Jod 


175 - 2! 35 7 109 
265 Dl, 2 25 5! 156 
428 5 H 20 i 159 
470 ii f 29 5 159 
478 73 i 20 i 160 
275 > { 30 5 135 
312,5 3,6 25 180 
482.5 5, 20 5 180 
493 9, 20 i 180 
502.5 ; 20 f 185 


KinfluB von Trypsin und H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge 
des Malzauszuges. 

Die Trypsinpriparate enthalten etwas Amylase, die deshalb vor 
der Verwendung durch Selbstverdauung ebenso vernichtet werden mul, 
wie wir dies bei der Untersuchung des Trypsineinflusses auf die Getreide- 
amylase! durchfiihrten. Ausziige zur Untersuchung des Trypsin- 
einflusses : 


Nr. 25 g Malz + 150cem Wasser + 4cem Toluol, Einwirkungsdauer 2 Std. 
: Wie Nr. 1, jedoch mit Zugabe von 0,8 g amylasefreiem Trypsin. 
Wie Nr. 2, aber 10 Minuten lang mit H,S gesittigt. 

: Wie Nr. 2, aber 2 Stunden lang mit H,S gesattigt. 

25g Malz +- 150cem Wasser + 4cem Toluol, Einwirkungsdauer 20 Std. 
: Wie Nr. 5, jedoch mit Zugabe von 0,8 g amylasefreiem ‘Trypsin. 
Wie Nr. 6, aber 10 Minuten lang mit H,S gesattigt. 

Wie Nr. 6, aber 2 Stunden lang mit H,S gesattigt. 
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Tabelle V. 





ve : Dextrinierende Kraft. ce a . 
Verzuckernde Kraft Veriinderung der blauen Farbe Verfliissigende Kraft 
der Stirke durch Jod in 


Erhéhung 


blauviolett | rotbraun farblos 1g Malz 
Saiaete . verflissigt 
0; erfolgt nach Min. g Stirke 0/5 


ecm n/20 | Erhéhung 
Jod 





176 *20 35 70 111 - 
300 13 19 45 165 48.6 
453,9 13 17 40 165 48.6 
458,8 j 13 17 40 165 48.6 
273 — 15 30 65 138 — 
885.6 ? 10 17 45 175 26.8 
434,2 59 10 17 40 156 13,0 
423.5 55 9 16 40 137,9 0,0 


Ore ODOR 


iv oR | 


1 T. Chrzqszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 274, 274, 1934. 
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Trypsin allein bewirkt eine bedeutende Vermehrung der aktive 
Amylase, besonders der dextrinierenden Kraft derselben, sogar i 
gréBerem MaBe als andere Proteinasen. Dagegen ist die gemeinsam 
Kinwirkung von Trypsin und H,S bei den 20-Stunden-Ausziigen wenig« 
vorteilhaft als bei anderen Proteinasen, und auf die vertliissigende Kraft 


wirkt sie sogar schadlich. 


EinfluB von Proteinasen, Pepton und H,S auf die Vermehrung der aktivi 
Amylase menge in Malz n mit ve rschiede nem Am ylasege halt. 
Zur Untersuchung wurden folgende Ausziige hergestellt : 
25g Malz + 150cem H,O + 4cem Toluol, Eimwirkungs 
dauer 20 Std. 
: Wie Nr. 1, aber 2 Stunden lang mit H,S gesittigt. 
Wie Nr. 2, aber mit Zusatz von 3g Pepton. 
: Wie Nr. 2, aber mit Zusatz von 3g Papain. 
Wie Nr. 2, aber mit Zusatz von 6g Lab. 
Wie Nr. 1, aber mit Zusatz von 0,8 g amylasefreiem Trypsin. 
Wie Nr. 1, aber mit Zusatz von 3g Pepton. 
Wie Nr. 1, aber mit Zusatz von 3g Papain. 
Wie Nr. 1, aber mit Zusatz von 6g Lab. 


Tabelle VI. 





: : Dextrinierende Kraft. : 
Verzuckernde Kraft Veriinderung der blauen Farbe Verfliissigende Kraft 
der Starke durch Jod in 


Erhébung 


blauviolett rotbraun farblos lg Malz 
ee aaa CT 
0} erfolgt nach Min. g Stirke 0, 


xem n/20 Erhohung 
Jod 


Brauereimalz mit mabiger Amylasemenge. 
273,2 — 30 65 132.0 
473,2 73,2 28 50 132.8 
483,5 76,8 é 27 40 187,5 
493,0 80,3 25 40 187,5 2, | 
492.0 80,0 25 38 194,3 2 


Brauereimalz mit groBer Amylasemenge. 
- 15 25 60 166,6 | 
i 15 22 50 166,6 
14 22 47 200,0 
14 22 45 200,0 
* 13 20 42 214,0 
50,5 12 17 35 187,5 
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Brauereimalz mit sehr grober Amylasemenge. 
— 15 | 25 40 170 
24.0 10 20 40 170 
27,7 10 22 35 206 | 
29,9 10 20 30 206 
27.9 10 22 35 205 
31,9 10 20 30 205 
23.8 10 | 22 35 206 
28,8 £8 <4 SRD 30 206 


P= 
or 
io 2) 





ktive; 


rar in 


nsam 


enlge 


Kraft 


vpsin. 


bhung 


i) 


Feststellung der Amylasemenge im Gerstenmalz 231 


Aus der Zusammenstellung geht hervor, daB im wasserigen Malz- 
\uszug nur ein gewisser Teil derjenigen Amylasemenge festgestellt wird, 
die dort tatsaichlich vorhanden ist, da der Rest inaktiv ist. Dieser Rest 
kann jedoch vollstandig durch kollektive Einwirkung von H,S +- Pro- 
teinasen aktiviert werden. Die Zunahme der auf diesem Wege erhaltenen 
aktiven Amylasemenge ist prozentual um so gréBer, je weniger der 
Malzauszug urspriinglich davon erkennen lie}. Je nach der Qualitét 
des Malzes und dem Einflu8 der einzelnen Protemasen + H,S kann die 
Menge der aktiven Amylasemenge im Malze in erheblichen Grenzen 
schwanken. 

*Besprechung der Ergebnisse. 

Die Untersuchungen tiber den Einflu8 von Proteinasen, Pepton 
und H,S auf die Vermehrung der aktiven Amylasemenge in Gersten- 
malzausziigen bieten die Méglichkeit, das Verhalten der Amylase sowie 
deren Wirkungsweise diesen Faktoren gegeniiber besser zu verstehen. 
Es zeigt sich vor allem, daB die Amylase zwar in Wasser leicht léslich 
ist, daB es jedoch nicht leicht ist, sie aus ihrem Entstehungsort in aktivem 
Zustande in die Lésung zu erhalten. Kine ganze Reihe von Faktoren 
wirkt darauf hin, daB die Amylase méglichst im ungelésten oder zu- 
mindest inaktivierten Zustande verbleibt. Auf diese Weise schiitzt 
sich die Natur vor dem energischen Stairkeabbau der Amylase, in erster 
Linie vor deren verfliissigenden, in geringerem Mae vor der dextri- 
nierenden und verzuckernden Funktion derselben. Diese beiden letzteren 
Funktionen sind namlich ohne die erste fiir die Zerst6rung der Starke 
wenig gefahrlich. 

Kine gewisse, verhaltnismaBig nicht groBe Amylasemenge geht 
aus dem Malz schnell in die Lésung iiber, die weitere Lésung derselben 
erfolgt dann aber nur langsam, wie man aus der Gegeniiberstellung 
der zweistiindigen, wiasserigen Malzausziige und der 20-Stundenausziige 
erkennen kann. Es bestehen hier anscheinend gewisse Stérungen oder 
Hemmungen, deren Beseitigung Zeit verlangt. Sicherlich gehért zu 
diesen Hemmungsfaktoren die Anwesenheit der eiweiBartigen Sisto- 
substanzen, die schon friiher in Malzausziigen nachgewiesen wu:den! 
und deren die Amylase inaktivierende Wirkung durch Pepton auf- 
gehoben werden konnte?. Wir waren daher damals der Ansicht, dal 
man durch Pepton die gesamte Amylasemenge feststellen kénnte, die 
im Malz iiberhaupt vorhanden ist. Im wasserigen Malzauszug. der 
lingere Zeit, etwa 20 Stunden lang, stehengelassen wird, bilden sich 
anscheinend durch EiweiBabbau Stoffe mit Eigenschaften des Peptons, 


1 T, Chrzqaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 260, 355, 1933; 263, 
250, 1933; 264, 192, 1933. — 2 Dieselben, ebenda 264, 192, 1933; 265, 
260, 1933. 
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die bewirken, da® allmahlich immer mehr Amylase aktiviert wird, di: 
in die Lésung tibergeht. Pepton wirkt nur auf schwach inaktiviert: 
Amylase reaktivierend, gleichzeitig wirkt es dabei reichlich kraftig 
auf deren verfliissigende Funktion!. 

Neben schwach gebundener Amylase befindet sich im Malz und in 
Getreide auch starker inaktivierte, zu deren Reaktivierung energischer 
Faktoren nétig sind. Und solche sind die Proteinasen. Thre Wirkung 
dabei ist bisher noch nicht geniigend aufgeklart. Die friihere Vermutung 


daB es sich in diesem Falle um einen Abbau des die Amylase angeblich: 


bindenden EiweiBes handeln kinnte, konnte auf Grund unserer Unter 
suchungen nicht aufrecht erhalten werden?. Da die Einwirkung dei 
Proteinasen zum Teil den aktivierenden EinfluB des Peptons auf di 
Amylase ersetzt, mu8 man annehmen, da8 die Proteinasen Malz- ode: 
GetreideeiweiB abbauen und dabei Stoffe bilden, die dem Pepton 
ihnliche Eigenschaften besitzen. AuBerdem erscheint es wahrscheinlich, 
da8 die Hauptwirkung der Proteinasen darauf beruht, daB durch sie 
Substanzen freigelegt werden, die die Amylase aktivieren. Ahnlich 
wie bei der Amylase des ungekeimten Getreides wirken die einzelnen 
Proteinasen in fast gleicher Weise hauptsachlich auf die verzuckernde 
Funktion, auf die dextrinierende und verfliissigende Funktion dagegen 
nur schwach, wobei Lab eine etwas bessere Einwirkung auf die ver 
fliissigende, Trypsin dagegen auf die dextrinierende Funktion erkennen 
laBt. 

Besonders beachtenswert ist der EinfluB des Schwefelwasserstoffs, 
der die aktive Amylasemenge in weit hGherem MaBe als andere Faktoren 
vermehrt. Hauptsachlich wirkt er auf die verzuckernde Amylasefunktion, 
dagegen vermehrt er die dextrinierende und verfliissigende Funktion in 
bedeutend geringerem Grade als die Proteinasen, oder fast gar nicht. Die 
gleichzeitige Einwirkung von H,S und Proteinasen oder Pepton vermehrt 
die aktive Amylasemenge starker als H,S allein, jedoch ist diese Ein- 
wirkung nicht fiir alle einzelnen Funktionen eine gleich starke. Die ver- 
zuckernde Funktion wird dadurch nur wenig mehr als durch H,S 
allein vermehrt, dagegen erfahrt die veriliissigende und dextrinierende 
Funktion eine bedeutend staérkere Zunahme. Daraus ist der -Schlu8 
zu ziehen, daB H,S auf eine gewisse, besondere Weise die Amylase 
direkt beeinfluBt. Weitere Untersuchungen miissen klarstellen, ob es 
sich hier um einen Reduktionsproze8B im Amylasemolekiil handelt. 
was wohl anzunehmen wire, oder ob etwa ein Freilegen von Substanzen, 
die die Amylasewirkung beeinflussen, stattfindet. 


' 7. Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 265, 260, 1933; 286, 13, 
1936; Biochem. J. 30, 1298, 1936. — ? Dieselben, diese Zeitschr. 281, 
408, 1935. 
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Unsere Untersuchungen sind mit interessanten Beobachtungen 
2. Weidenhagens in gutem Einklang. Es zeigte sich, daB Vitamin C 
auf die Wirkung einer Reihe von Enzymen, zu denen auch die Amylase 
vehért, einen hemmenden EinfluB hat!. Die Hemmung ist aber reversibel. 
Als reaktivierende Substanzen wirken Cysteinchlorhydrat, Glutathion, 
Thioglykolséure. Ferner haben sich eine Reihe von Aminoséiuren und 
sogar Citronen- und Oxalsdure bis zu einem gewissen Grade als Anti- 
stoffe des Vitamins C in bezug auf die Hemmung der Rohrzucker- 
spaltung erwiesen. Letzteres weist weiter darauf hin, daB der Hemmungs- 
effekt in gewissem MaBe von dem verwendeten Puffergemisch und dem 
pu-Bereich abhangig ist, und daB gewisse Substanzen, z. B. Vitamin C, 
sogar in minimaler Menge auf die Enzyme einen hemmenden EinfluB 
ausiiben kénnen. Weidenhagen zeigte ferner im Gegensatz zu Purre, dab 
hier die «- und £-Amalyse sich identisch verhalten, die beide unter dem 
EinfluB des VitaminsC gehemmt und durch weiteren Zusatz von 
Glutathion reaktiviert werden”. Diese Beobachtung stimmt mit unserer 
Feststellung iiberein, daB die EKinwirkung von H,S und Proteinasen 
auf die Malzamylase derjenigen auf die Getreideamylase ahnlich ist. 


Hauptergebnisse. 

Untersuchungen iiber die Vermehrung der aktiven Amylasemenge 
des Malzauszuges durch Schwefelwasserstoff, Proteinasen und Pepton 
fiihrten zu folgenden Ergebnissen: 

1. Pepton, Papain, Lab, Trypsin und H,§, allein oder im Verein 
mit den ersterwahnten Faktoren, haben auf die Vermehrung der aktiven 
Amylasemenge des Malzauszuges einen ahnlichen EinfluB wie auf die- 
jenige des Getreideauszuges. 

Der Einflu8 dieser Faktoren auf die einzelnen Amylasefunktionen 
ist dabei verschieden. Am starksten wirkt H,S im Verein mit Proteinasen, 
da dadurch die gesamte Amylasemenge freigemacht wird. Etwas 
schwacher und fast ausschlieBlich auf die verzuckernde Funktion wirkt 
H,S allein. Schon bedeutend schwacher wirken dann Proteinasen und 
verhaltnismaBig am schwachsten Pepton. 

2. Die Vermehrung der aktiven Amylasemenge findet anscheinend 
auf dreierlei Weise statt, und zwar: 


a) Durch Freilegung der Amylase durch Pepton oder ahnliche, 
durch Sistosubstanz gebundene Stoffe. Hierbei wird nur schwach ge- 
gebundene Amylase freigemacht. 


1 R. Weidenhagen u. Pao-chung Lu, Zeitschr. Wirtschaftsgruppe 
Zuckerindustrie, Techn. T. 86, 240, 1936. — * R. Weidenhagen, ebenda 
86, 482, 1936. 
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b) Durch Freilegung von Substanzen, welche die Amylase akt 
vieren. Dadurch wird deren aktive Form vermehrt. Die hier in Betrac] 
kommenden Faktoren sind die Proteinasen. 

ce) Durch Aktivierung der Amylase infolge gewisser Verdand: 
rungen innerhalb des Amylasemolekiils, die ihrer Natur nach wal: 
scheinlich reduktiv sind und durch H,S ausgelést werden. 

3. Ohne Einwirkung obiger Faktoren findet man im waisserige) 
Malzauszug nur denjenigen Teil der vorhandenen Amylase, der im ge 
gebenen Augenblick gerade aktiv ist. Um demnach die gesamte Amylase 
menge festzustellen, geniigt nicht, wie friiher von uns angenommen 
wurde, eine Zugabe von Pepton, sondern man muf zum Wasser: 
auszug am besten Lab oder Papain zusetzen, eine Stunde lang mit 
H,S sattigen und etwa 20 Stunden einwirken lassen. 

Der Wirkungsgrad der obigen Faktoren ist prozentual um so gréBer, 
je weniger Amylase vorher im Wasserauszug vorhanden war. Die hochste 
Amylasemenge findet man jedoch in Malzausziigen, die schon von Anfang 
an reich an Amylase sind und auf die mit Proteinasen und H,S ein- 
gewirkt wird. - 
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Untersuchungen iiber individuelle Unterschiede 
in der Permeabilitét der roten Blutkérperchen von Kaninchen 
und ihre Beeinflussung durch den Aderlab. 
Von 
Soren L. #rskov. 
Aus dem Medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 23. Januar 1937.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Uber die individuellen Schwankungen der Permeabilitat von roten 
Blutkérperchen derselben Tierart ist fast nichts bekannt, da ja auch 
die Untersuchungen iiber Unterschiede in der Permeabilitaét bei ver- 
schiedenen ‘Tierarten erst aus der letzten Zeit stammen. 

Schénheyder (1) findet mit Hilfe von Hamatokritbestimmungen fiir 
Malonamid bei 50 normalen und kranken Menschen die gleiche Permeierungs- 
geschwindigkeit. Bei den Untersuchungen von Jacobs (2), und Héber und 
Orskov (3) wurden recht grobe Schwankungen in der Permeierungs- 
ge-chwindigkeit verschiedener Nichtelektrolyte bei verschiedenen Indi- 
viduen derselben Art gefunden. Bei diesen Arbeiten wurde jedoch die 
Permeierungsgeschwindigkeit durch die Zeit definiert, die zu einem be- 
stimmten Hamolysegrad noétig ist, wenn das Blut in der Nichtelektrolyt- 
lésung verteilt ist. Man kann mit Recht vermuten, daB bei Anwendung 
dieser Methode auBer der Permeierungsgeschwindigkeit noch andere Fak- 
toren EinfluB8 auf die Hamolysezeit haben (Membrandicke, Auswanderung 
der Kationen u.a.), so daB diese Angaben nicht so wertvoll sind. 

Indessen kann kein Zweifel bestehen, da} es in der Permeabilitit 
der roten Blutkérperchen individuelle Unterschiede gibt. Die in der 
vorliegenden Arbeit verwendete Methode zum Nachweis dieser Unter- 
schiede wurde in einer friiheren Untersuchung (4) beschrieben. Das 
Prinzip der Methode ist, die Volumeninderung der Blutkérperchen 
photoelektrisch zu messen. Die Kurve kann geeicht werden, indem man 
zunachst einen Nichtelektrolyten, der permeieren kann, zu der Blut- 
kérperchensuspension hinzufiigt und den Kurvenverlauf mit dem 
Ausschlag vergleicht, den man nach Hinzufiigung eines nicht perme- 
ierenden Stoffes (z. B. Glucose oder NaCl) bekommt. Betreffs naherer 
Einzelheiten sei auf die oben erwahnte Arbeit verwiesen. 

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde die Permeierungs- 
geschwindigkeit von Glycerin und Thioharnstoff untersucht. Von einer 
4mol. Glycerinlésung und einer 2 mol. Thioharnstofflésung wurden 
jeweils 0,5 cem zu 30,0 ccm Blutkérperchensuspension gegeben. Zur 
Eichung verwendeten wir 1 mol. Glucoselésung, wovon ebenfalls 0,5 ecm 
hinzugefiigt wurden. Die Lésungen enthielten auBerdem 0,9°, NaCl. 


16* 
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Die Suspensionsfliissigkeit fiir die Blutkérperchen enthalt 0,88 °% Na‘ 

und 0,15% NaHCO, und steht mit einem Sauerstoff-Kohlensaure 
gemisch im Gleichgewicht, das 4,7 °%% CO, enthalt, wodurch die Suspension 
ein pu von etwa 7,3 bekommt. Durch die Eichung ermittelt man dis 
Zeit, in welcher das Glycerin eine Konzentration in der wisserigen Phase 


der Blutkérperchen erreicht, die */, der Glycerinkonzentration in der 


AuBenfliissigkeit ausmacht. Fiir Thioharnstoff erhalt man die Zeit 
nach der in den Blutkérperchen die Konzentration halb so gro 
ist wie in der AuBenfliissigkeit. Die Permeierungsgeschwindigkeit als 
Konstante ausgedriickt, kann mit Hilfe folgender Gleichung leicht 
errechnet werden: 


Y 
sy 


ae aed 


K .t = log — 
C 
y 


wobei ¢ die Zeit in Minuten, C, die Konzentration des untersuchten 
Stoffes in der AuBenfliissigkeit, C; dessen Konzentration in der wasserigen 
Phase der Blutkérperchen und K die Minutenkonstante bedeutet. 
Die Versuche wurden bei einer Temperatur von etwa 20°C vor- 
genommen und die Ergebnisse auf 20° korrigiert, wobei Q,) = 2 gesetzt 
wurde (4). Als Versuchstiere verwendeten wir Kaninchen, die einige 
Zeit im Stall des Laboratoriums gehalten wurden, bevor sie zum Versuch 
verwendet wurden. Das Blut wurde der Ohrvene entnommen, defi- 
briniert und filtriert. Zundchst seien einige Permeierungsgeschwindig- 
keiten von Glycerin und Thioharnstoff fiir 
eine Reihe von Tieren mitgeteilt. 
Die Zahlen zeigen, da die Permeierungs- 
geschwindigkeit fiir Thioharnstoff keine 
0,38 0,65 gréBeren Schwankungen aufweist, wahrend 
0,43 0,61 é 3 ‘ . s 
0.48 man fiir Glycerif stark variierende Kon- 
0,67 0,58 stanten bei verschiedenen Kaninchen findet. 
ne (Es sei erwaihnt, daB einem hohen Wert der 
197 Konstanten eine groBe Permeierungsge- 
1,27 ,t schwindigkeit entspricht.) Die gleiche Be- 
‘67 obachtung macht man iibrigens, wenn die 
1,92 Permeierungsgeschwindigkeit fiir Glycerin 
2,05 und Thioharnstoff bei verschiedenen Tier- 
arten untersucht wird (3). Auch hier wurden 
nur kleine Schwankungen fiir Thioharnstoff gefunden, wohingegen 
Glycerin mit sehr verschiedenartiger Geschwindigkeit eindringt. In 
einer Versuchsreihe, die fiir andere Zwecke vorgenommen wurde. 
beobachteten wir, daB die Permeabilitét sich anderte, wenn bei 
dem Tier ein AderlaB vorgenommen wurde. Um diese Beobachtungen 
naher zu untersuchen, wurden von vier Kaninchen je zwei Blut- 
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proben (je 5ccm) mit einer Zwischenpause von einigen Tagen ent- 
nommen, um sicher zu gehen, daB die Permeabilitét konstant bleibt. 
Danach wurden einige gréBere Blutentnahmen vorgenommen, um die 
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Abb. 1. Kaninchen Nr. 1. Gewicht bei Versuchsbeginn 2,5 kg. 
o—o-—o: Himoglobin °/) korr., ©@—-@—@: Minutenkonstante fiir Glycerin 
and O—O—O: Minutenkonstante fiir Thioharnstoff: die 5 kleinen, senkrechten Striche aufider 
Abszisse geben von links beginnend Aderlisse zu 25, 30, 25, 30 und 31 cem Blut an. 
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Abb. 2. Kaninchen Nr. 2. Gewicht bei Versuchsbeginn 2,9 kg. 
o—o-—o: Himoglobin 9/) korr., @—@—@: Minutenkonstante fiir Glycerin 
und O—O—O: Minutenkonstante fiir Thioharnstoff; die 5 kleinen, senkrechten Striche auf der 
Abszisse geben von links beginnend Aderliisse zu 25, 50, 30, 35 und 36 cem Blut an. 
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Abb. 3. Kaninchen Nr. 3. Gewicht bei Versuchsbeginn 2,4 kg. 
o—o—o: Hamoglobin °') korr., © -@—@: Minutenkonstante fiir Glycerin 

und O—O—O: Minutenkonstante fiir Thioharnstoff; die 4 kleinen, senkrechten Striche auf der 

Abszisse geben von links beginnend Aderlasse zu 35, 29, 25 und 25 cem Blut an. 
Tiere anamisch zu machen. Dann untersuchten wir wieder Blutproben 
von 5cem, die in immer gréBeren Zeitabstinden entnommen wurden. 

In den Abb. 1 bis 4 sind die Minutenkonstanten auf der Ordinate 
und die Zeit auf der Abszisse abgetragen. Aus den Kurven geht hervor, 
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daB Thioharnstoff bei den vier Tieren ungefahr gleich schnell permeiert 
und daB der AderlaB ohne groBe Wirkung auf die Permeabilitat ist 
Allerdings zeigt sich bei Tier Nr. 1 eine kurzdauernde Erhéhung de: 
Permeabilitat unmittelbar nach dem AderlaB. Sonst schwanken di: 
Werte etwas, was seine Ursache darin haben kann, daB in der Thio 
harnstofflésung leicht Schwefel ausfallt. 

Auf die Permeabilitat gegeniiber Glycerin hat dagegen der Aderla\ 
einen sehr starken EinfluB. Unmittelbar nach den groBen Blutentnahme; 
tritt eine kraftige Erhéhung der Permeabilitaét der Blutkérperchen auf 
In Fallen einer von vornherein geringen Permeierungsgeschwindigkeit 


+ 120}— 
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Abb. 4. Kaninchen Nr. 4. Gewicht bei Versuchsbeginn 2,1 kg. 
O—O-—O: Hiimoglobin %/) korr., @—@—@: Minutenkonstante fiir Glycerin 
und O—O—0O: Minutenkonstante fiir Thioharnstoff; die 4 kleinen, senkrechten Striche auf der 
Abszisse geben von links beginnend Aderlisse zu 37, 35, 30 und 33 ccm Blut an. Dieses Tier 
zeigte im Gegensatz zu den vorhergehenden drei Tieren Abmagerung 
und Erschipfung durch den Blutverlust. 


ist die Erhéhung am gréBten und kann den’achtfachen Wert der Aus- 


gangszahlen erreichen. Wenn man die Permeierungsgeschwindigkeit 


mit dem Hamoglobingehalt des Blutes vergleicht, so beobachtet man 
die gréBte Permeierungsgeschwindigkeit etwa 1 Woche nach dem 
geringsten Hamoglobingehalt. Der Hamoglobingehalt steigt sehr schnell 
an, erreicht die Ausgangswerte nach 3 bis 4 Wochen in einem erstaunlich 
geradlinigen Verlauf und halt sich danach einigermaBen konstant. 
Die Permeierungsgeschwindigkeit sinkt sehr langsam und erreicht 
die Ausgangswerte erst 50 bis 120 Tage, nachdem der Hamoglobin 
gehalt seine normale Hohe erreicht hat. (Fiir Kaninchen Nr. 1 nach 
etwa 80 Tagen, Kaninchen Nr. 2 nach etwa 120 Tagen, Kaninchen Nr. 3 
nach 80 Tagen und Kaninchen Nr. 4 nach etwa 50 Tagen.) Nach Ablauf 
dieser Zeit bleibt die Permeierungsgeschwindigkeit ziemlich konstant 
(Kaninchen Nr. 3 und 4 zeigen allerdings Werte, die die Ausgangswerte 
iiberschreiten.) AuBer den hier dargestellten vier Versuchen mit starken 
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\derlaBen wurden zwei entsprechende Versuche vorgenommen, in 
denen eine starke Erhéhung der Permeabilitét des Glycerins nach- 
gewiesen werden konnte. 

Diese Versuche zeigen deutlich, daB die Permeiet ungsgeschwindigkeit 
des Glycerins durch den AderlaB erhéht wird. Die néachstliegende 
Erklarung hierfiir ist wohl, daB junge Blutkérperchen leichter per- 
meabel sind als alte. Dies stimmt mit den von Henriques und 
Orskov (6) vorgenommenen Untersuchungen iiber die Permeabilitat der 
Blutkérperchen fiir Kalium iiberein, aus denen ebenfalls geschlossen 
wurde, daB die jungen Blutkérperchen besser permeabel sind. Hier ist 
aber ein wesentlicher Unterschied zu beobachten: Die hohe Kalium- 
permeabilitat kann nur an den wenige Tage alten Blutkérperchen 
beobachtet werden, wahrend die Permeabilitatserhéhung fiir Glycerin 
nach dem AderlaB monatelang anhalt. 

Die Erhéhung der Permeabilitét sollte also dadurch bedingt sein, 
daB die jungen Blutkérperchen einen prozentig gréBeren Teil der 
gesamten Blutkérperchen ausmachen. Es ist erstaunlich, daB dieser 
Unterschied so lange bestehen bleibt. Eine Erklarung fiir diese Tat- 
sache kann vorerst nur als sehr unsicher gelten. Man kénnte sich 
vielleicht vorstellen, daB das Knochenmark noch sehr lange nach dem 
Aderla&B Blutkérperchen in gréBerer Menge als normalerweise erzeugt, 
und daB die Kupferschen Zellen die Gesamtzahl durch eine starke 
Zerstérung von alten Blutkérperchen auf dem normalen Niveau halten. 
Hierdurch wiirde standig eine gréBere Anzahl von jungen Blutkérperchen 
im Blute vorhanden sein. Man kénnte auch annehmen, daB die Lebenszeit 
der Blutkérperchen linger ist, als gemeinhin angenommen wird, so dab 
es mehrere Monate dauert, bis die Blutkérperchen wieder ihre ge- 
ringe Permeabilitat fiir Glycerin erhalten. 

Die erste Annahme ist wohl die wahrscheinlichste, wenn man auch 
in Betracht ziehen mu, da die Bestimmung der Lebenszeit der Blut- 


kérperchen durch Analyse der Abbauprodukte des Hamoglobins mit 


groBen Fehlerquellen behaftet ist (unter anderem besteht die Méglichkeit, 
daB verwandte Farbstoffe im Gewebe zu entsprechenden Verbindungen 
abgebaut werden). 

Ebenso wie in der erwahnten Arbeit von Henriques und Orskov (6) 
zeigen die Versuche mit groBer Deutlichkeit, daB die einzelnen Blut- 
kérperchen in einer Blutprobe sehr verschiedene Permeierungs- 
geschwindigkeit haben miissen, und daB die Minutenkonstante einen 
Mittelwert fiir die Permeabilitét der Blutkérperchen einer Blutprobe 
darstellt. 

Wir haben in einer weiteren Versuchsreihe den Einflu®B der Ent- 
nahme groBer Blutmengen auf die Permeierungsgeschwindigkeit des 
Glycerins beim Hund untersucht. Es lassen sich indessen nicht die 
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gleichen, groBen Wirkungen auf die Permeabilitét von Glycerin nach 
weisen wie beim Kaninchen. In Versuchen an zwei Hunden zeigte sich, 


daB der AderlaB sowohl auf die Permeierungsgeschwindigkeit des Gly 
cerins als auch auf die des Thioharnstoffs wirkungslos ist, was wiederum 
den groBen Unterschied bei den Blutkérperchen verschiedener Tierarten 
zeigt. 

Zusammenfassung. 

Glycerin dringt bei verschiedenen Kaninchen mit sehr verschiedener 
Geschwindigkeit in die Blutkérperchen ein, wohingegen die Permeierungs 
geschwindigkeit des Thioharnstoffs bei verschiedenen Individuen 
gleich ist. 

Die Permeabilitét der Blutkérperchen fiir Glycerin wird durch 
den AderlaB verandert, so daB die Permeierungsgeschwindigkeit (bis 
auf das achtfache) steigt. Nach dem AderlaB kehrt die Permeabilitit 
sehr langsam zum Ausgangswert zuriick, und zwar erst 50 bis 120 Tage 
nachdem der Hamoglobinprozentsatz normale Werte erreicht hat. 
Die méglichen Ursachen hierfiir werden diskutiert. Die neugebildeten 
Blutkérperchen scheinen weit leichter permeabel fiir Glycerin zu sein, 
wohingegen die Permeabilitat fiir Thioharnstoff nicht deutlich durch den 
Aderla®B beeinfluBt wird. 

Entsprechende Versuche mit Hunden zeigen keine Veranderung 
der Permeabilitat. , 
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Eine neue spektrophotometrische Methode 
zur Untersuchung der Permeabilitat und thre Anwendung 
auf den hyperthyreotischen Zustand. 
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Jack Froman. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. ] 
(Eingegangen am 18. Januar 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In der nachfolgenden Arbeit, die ich auf Anregung von Prof. Asher, 
Bern, ausgefiihrt habe, wird eine Methode beschrieben, mit der man am 
unversehrten Tiere unter méglichst physiologischen Bedingungen die 
Permeabilitaét quantitativ untersuchen kann. Die Untersuchung der 
Permeabilitaét eines ganz bestimmten Gewebegebietes am Gesamttier, 
als die Voraussetzung der quantitativen Versuche, ist meist nur indirekt 
méglich (beispielsweise durch Beobachtung der Ausscheidung im Harn 
nach parenteralen Injektionen), oder die notwendigen Eingriffe sind 
nicht gleichgiiltiger Natur und lassen sich nicht beliebig haufig ohne 
Schaden fiir das Tier wiederholen. Um eindeutige Ergebnisse zu erhalten, 
muBte ein normalerweise im Kérper nicht vorkommender, weitgehend 
unschidlicher Stoff auf sein Erscheinen im Blut untersucht werden. 
Diesen Anforderungen schien die Untersuchung der Resorption von 
reinem Methimoglobin aus der Peritonealhéhle 2u geniigen. Erméglicht 
wurde die Ausarbeitung der Methode dadurch, daB wir jetzt im Besitze 
einer genauen spektrophotometrischen Methode sind, mit der man neben 
Oxyhamoglobin Methimoglobin bestimmen kann, und dab es jetzt 
méglich ist, hoch gereinigtes und daher in geringen Konzentrationen 
unschiédliches Methaimoglobin herzustellen. Das Prinzip der neuen 
Methode ist folgendes: 

Injektion von reinstem Methimoglobin in die Bauchhéhle, Ent- 
nahme von Blut in verschiedenen Perioden nach der Injektion und spek- 
trophotometrische Bestimmung der im Blute aufgenommenen Met- 
hamoglobinmengen. 

Methodik. Mit Hilfe der spektrophotometrischen Methode ist es 
mdéglich, die Konzentration von HbO, in frischen Blutproben und Met- 
hamoglobinlésungen verschiedener Konzentration quantitativ zu_be- 
stimmen. Heilmeyer! beschreibt eine Methode, mit der man den pro- 


' L. Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, Verlag von Gustav 
Fischer, Jena, 1933. 
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zentualen Anteil von Met-Hb in einer Mischung von HbO, und Met-Hb 
messen kann. Damit laBt sich die Geschwindigkeit der Resorption von 
Met-Hb-Lésungen, welche in den Peritonealsack eingespritzt werden 
quantitativ ermitteln, wenn man in bestimmten Abstanden Blutproben 
entnimmt und in jeder Probe die Met-Hb-Konzentration bestimmt 
Dabei ist der maximale Met-Hb-Spiegel als relativer Héhepunkt der 
Resorption anzunehmen. 


Heilmeyer hat eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung des 
Met-Hb im Gesamtblut ausgearbeitet. Er verwandte das Verhaltnis 
E 576/E 590. Die Extinktionen an den beiden Punkten liegen beim HbO, 
viel weiter auseinander als beim alkalischen Met-Hb. Der Quotient des 
O,-Hb (3,84) ist daher ganz bedeutend gréBer als der des Met-Hb (1,26), so 
daBi die Méglichkeit einer exakten Bestimmung des Met-Hb in einer Mischung 
mit HbO, gegeben ist. Die praktische Priifung mit kiinstlich hergestellten 
Mischungen hat die Brauchbarkeit des Quotienten (576/590) vollauf be 
statigt. Um eine Gewihr dafiir zu haben, daB die in einer Blutlésung fest - 
gestellte Veranderung des Quotienten E 576/E 590 tatsachlich von Met-Hb 
herriihrt, ist es zweckmaBig, einen Hilfsquotienten mitzubestimmen. Hierzu 
eignet sich das Verhaltnis EF 576/E 560 besonders gut, weil es nur die Be- 
stimmung eines weiteren Punktes notwendig macht. Dieser Quotient, 
der fiir HbO, im Mittel 1,72, fiir das alkalische Met-Hb dagegen nur 1,02 
betragt, wird nur zu der Feststellung gebraucht, ob die Veranderungen 
des Hauptquotienten 576/590 tatsachlich auf Met-Hb-Beimengungen be- 
ruhen. Die im folgenden wiedergegebene Tabelle von Heilmeyer zeigt die 
Werte der Extinktionsquotienten fiir 20 verschiedene Mischungen von 
Met-Hb und Hb-O,. ; 


Tabelle (von Heilmeyer). 





Met-Hb E 576 E 576 Met-Hb E 576 E 576 
Fo E 590 E 560 0% E590 E 560 


0 3,843 5725 55 2,101 1,349 
5 3,634 , 60 1,988 1,313 
10 3,439 5 65 1.880 1,276 
15 3,253 628 70 1,778 1,241 
20 3,077 75 1,681 1,204 
25 2.914 5E 80 1,586 1,167 
30 2.758 : 85 1,497 1,130 
35 2.617 90 1,411 1,090 
40 2,475 4! 95 1,328 1,054 
45 2,345 100 1,249 1,016 
50 2,221 885 





An dieser Stelle mu8 das Extinktionskoeffizientenverhaltnis E 541/E 560 
erwahnt werden, das von Hti/ner zur Charakterisierung des Hb O, eingefiihrt 
worden ist. Liegt der Wert der Probe von normalem Blut zwischen 1,57 und 
1,72, dann ist das Blut sicher unverandert, und die Messungen stimmen bei 
den beiden Wellenlangen iiberein. 

Ich benutzte ein Spektrophotometer! der Firma Schmidt & Hacnsch 
(gebaut nach Bechstein) mit konstanter Ablenkung. Abgesehen von letzterer 


' Es wurde Herrn Prof. Asher von der Bernischen Stiftung zur Foérde- 
rung der Wissenschaft zur Verfiigung gestellt. 
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rleicht es im wesentlichen dem bekannten Spektrophotometer nach Kénig- 
Vartens. In den Gang der Lichtstrahlen wird ein nach den Angaben von 
Prof. Asher von Schmidt d& Haensch gebautes AbsorptionsgefaB mit genau 


planparallelen Glasplatten gebracht. Die Schichtdicke betragt 1,5 cem. 
Das GefaB ist durch eine Glaszwischenwand in zwei Kammern geteilt: in die 
eine kommt die zur Untersuchung bestimmte Fliissigkeit, in die andere die 
Verdiinnungsfliissigkeit. Das urspriinglich auf gleiche Helligkeit eingestellte 
Gesichtsfeld wird dadurch auf einer Seite verdunkelt. Man stellt zundachst 
durch Drehung des Teilkreises im ersten Quadranten, also zwischen 0° und 
90°, auf gleiche Helligkeit ein und liest den Winkel des Teilkreises zwei- bis 
dreimal ab. Darauf wird die Messung im vierten Quadranten ebenso vor- 
genommen und das Mittel genommen. Dann wird das Absorptionsgefas 
umgedreht, so daB die Lichtstrahlen vertauscht werden, und aus den Ab- 
lesungen wie cben wiederum das Mittel genommen. Die Extinktion des 
Farbstoffes ergibt sich aus der Gleichung 


E = log tg a, — log tga,, 


wobei a, immer dem gr6Beren der beiden mittleren Winkelablesungen ent- 
spricht. Der Extinktionskoeffizient ist dann « E/d, wobei d die Schicht 
dicke des AbsorptionsgefiBes in Zentimetern bedeutet. 


Ausfithrung. 


1. Blutentnahme und Vorbereitung der Blutlisungen fiir die Messungen. 
Die Blutproben werden in bestimmten Abstaénden entnommen. Mit einer 
vollkommen trockenen und sauberen Pipette saugt man genau 100 emm 
Blut aus einem BlutgefaB des Ohrlappchens von Kaninchen. Das Ohr wird 
zuerst rasiert und durch Erwarmen oder kraftiges Reiben mit einem trockenen 
Tuch hyperamisch gemacht, wonach man mit einer Lanzette punktiert. 
Das Ohr mu8 ganz trocken sein und darf vorher nicht mit Alkohol gerieben 
werden, um Met-Hb-Bildung zu vermeiden. Die Pipette wird rasch in einen 
MeBkolben von 10cem Inhalt entleert, dann spiilt man mit 0,4°,igem Am- 
moniak ein paarmal nach, schiittelt den Kolben, um das Blut vollkommen 
zu hamolysieren, und fiillt mit der Ammoniaklésung bis zur 10-cem-Marke 
auf. Mit dieser Verdiinnung (1 : 100) liegen die Extinktionen zwischen 0,3 und 
1,0, wodurch der experimentelle Fehler méglichst klein bleibt. Darauf gieft 
man die verdiinnte Blutlésung in ein kleines ZentrifugengefaB und zentri- 
fugiert etwa 5 Minuten bis die Lésung ganz klar ist. Nach meiner Erfahrung 
waren die Messungen nur dann zuverlassig, wenn die Fliissigkeit absolut 
klar war. (Filtration ist sogar mit hartgepreBtem Filter wegen der stérenden 
Filterfaser ungiinstig.) Nach dem Zentrifugieren entnimmt man sorgfaltig 
mit einer 10-cem-Pipette etwa 7 ccm der Lésung und blast sie in einen kleinen 
Erlenmeyer-Kolben hinein. Der Kolben mu8 nun ein paar Minuten kraftig 
mit Luft geschiittelt werden, damit das Himoglobin vollkommen in Hb-O, 
iibergeht, denn reduziertes Hamoglobin zeigt teilweise andere spektrale 
Absorptionen als Hb-O,. Nun gibt man die auf diese Weise vorbereitete 
Blutfliissigkeit in eine Kammer des AbsorptionsgefiBes. Die andere Kammet 
wird mit dem Verdiinnungsmittel, 0,4 °,iger NH,OH-Loésung, gefiillt. Zur 
Messung wird das gefiillte AbsorptionsgefaiB in den Weg der beiden Licht 
strahlen vor dem Spektrophotometer so eingesetzt, daB ein Strahl durch die 
verdiinnte Blutlésung, der andere durch das Lésungsmittel geht. 

2. Vorbereitung der Methdmoglobin-Lésungen fiir die Einspritzung: 
Verwendet wurde eine konzentrierte Hamoglobinlésung der Firma ,,Usines 
Chimiques des Laboratoires Frangaises“, welche 32°, Methamoglobin 
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enthielt. Die Met-Hb-Konzentration dieser Lésung wurde mit Hilfe de: 
Tabelle von Heilmeyer (S. 242) bestimmt. Ich erhielt folgende Ergebnisse 


1, Bestimmung. 


0,380 g der Met-Hb-Lésung mit 0,4 °,igem Ammoniak auf 100 cem verdiinnt. 





Extinktions- 
koeffizient 


Wellenlinge 
mu 


Ablesung A; Ablesung A» Quotient 

590 58,1 17,2 . 4768 E576 ‘ 
£590 — 4 
E576 _ 

560 61,9 13,5 . 5948 E560 


576 64,2 10,6 . 6957 
1,17 


Nach der Heilmeyerschen Tabelle entspricht das einem Gehalt von 
87°, Met-Hb. 


Konzentration: (bei 590) = 0,00257 . 0,4768 . 100 = 0,1225 = 0,32 g/cecm, 
Konzentration: (bei 560) = 0,00209 . 0,5948 . 100 = 0,1243 = 0,33 g/ecm. 
2. Bestimmung. 


0,345 g der Met-Hb-Lésung mit 0/4 °,igem Ammoniak auf 100 ecm verdiinnt. 





Wellenlinge Ablesung A, Ablesung A> Extinktions- 


’ ot Quotient 
mu koeffizient 


590 58,9 194 | . 4485 E576 


£590 ~ 146 


E576 
—-- == 1,31 
560 59,7 14,8 5409 E560 


576 64,0 121 . 6537 


Konzentration: (bei 590) = 0,00257 . 0.4485. 100 = 0,1153 = 0,33 g/cem, 
Konzentration: (bei 576) = 0,00209 . 0,5409 . 100 = 0,1130 = 0,32 g/ecm. 
Mittelwerte: 0,325 g/ecm cder 32,5°%, Met-Hb, 

. Die Lésung wurde im Kiihlschrank aufbewahrt. Fiir die Mehrzahl 
meiner Versuche verwendete ich 1,5 g Met-Hb. Zu diesem Zweck wurden 
4,7 g der konzentrierten Met-Hb-Lésung mit 50 cem steriler 0,9 °,iger NaCl- 
Lésung verdiinnt. Vor der Einspritzung in den Peritonealsack wurde die 
Lésung 12 Stunden gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 

3. Injektion der Met-Hb-Lésung. Das Kaninchen wird auf ein Brett 
gebunden und eine sterile HohlInadel vorsichtig in die vordere Bauchwand 
eingefiihrt. Damit die Nadel nicht in die Darme eindringt, werden vorher die 
Darme durch die Bauchdecke so weit wie méglich nach oben geschoben und 
der Einstich méglichst weit unten gemacht. Die Met-Hb-Fliissigkeit wird 
nun in eine unten tubulierte Flasche gegeben, rasch auf Kérpertemperatur 
erwairmt, und durch eine Schlauchverbindung mit der Hohlnadel in die 
Bauchhohle steril eingebracht. Das Kaninchen wird dann in einen Kafig 
gebracht und in warmer Umgebung gehalten. 

Die Messungen erfolgten bei Wellenlinge 590, 576, 560 und fiir die 
normalen Blut proben bei 541. Die Okular- und Eintrittsspalte des Apparates 
wurde auf 0,125mm Breite eingestellt, um méglichst kleine Wellenbezirke 
monochromatischen Lichtes zu erhalten. Man mift den Winkel a,, dann 
vertauscht man die Kammern des AbsorptionsgefaBes und bestimmt den 
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Winkel a,. Nach der Gleichung FE = log tg a, log tg a, erhalt man den 
Extinktionskoeffizienten. Den prozentuellen Anteil des Met-Hb berechnet 
man aus der Tabelle von Heilmeyer (S. 242). 

Versuche. Der erste Teil meiner Versuche befaBt sich mit der Re- 
sorption von Methamoglobin aus der Peritonealhéhle des Kaninchens 
in das Blut. Durch die quantitative Bestimmung des Methamoglobins 
im Blute konnte die Permeabilitat der Membran zwischen der Peri- 
tonealhéhle und den Kapillaren festgestellt werden. Aus der Reihe 
dieser Versuche teile ich das nachfolgende Versuchsprotokoll mit: 


Versuch 1. (28. Marz 1935.) 
Kaninchen 3,5 kg. 


a) Blutprobe vor der Injektion. 





Wellenlange Ablesung A, | Ablesung A» ye end Quotient 
52,4 : 0),2952 (576) 


Si : 590 
77,6 E 1,106 (576) 
63.4 2,! 0,6370 (960) 

(541) 
76,2 6,2 1,049 560 


Hb-Konzentration = 12,23). 


3,75 
1,74 


- 1,65 


b) Injektion von 2,5g Met-Hb in 60 ccm 0,9 ° iger NaCl-Lésung. 





Extinktions- 


Wellenlange Ablesung A, Ablesung A, koeffizient Quotient 


mu 


Blutprobe nach 11/. Stunden. 
26,0 0,3111 (576) 
(590) 


ay] or sa 
»,7 1,125 (578) 


11,4 0,6884 (560) 


Blutprobe nach 3 Stunden. 

25,4 0,3473 (576) 
(590) 
(576) _ 
67,5 11,0 0,7294 (560) 


3,52 
80,8 5,2 
1,68 


Blutprobe nach 4!/, Stunden. 
54,2 24,1 0,3275 (576) 
cme = § 6G 
one (590) 
79,5 49 1,199 pu 
(576) _ 1.73 
65,0 11,1 0,6933 (560) 
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Extinktions- 
koeffizient 


Wellenlinge 
mu 


Ablesung A, Ablesung A» Quotient 


Blutprobe nach 6 Stunden. 
590 54,7 26,5 0,3015 (576) 
(590) 
(576) 
560 65,2 12,3 0,6645 (560) 


= 3,83 
576 79,8 5,9 1,154 
1,74 


Die Veranderung des Met-Hb-Spiegels war bei allen Versuchstieren 
annahernd die gleiche. Innerhalb der ersten Versuchsstunde laBt sich 
der Eintritt von Met-Hb in die Blutbahn stets nachweisen. Der Anstieg 
der Met-Hb-Menge im Blute dauerte im allgemeinen bis zur 3. Stunde 
nach der Injektion. In zwei Versuchen trat das Maximum etwas spater 
auf, namlich nach 3 bzw. 3'/, Stunden. Von da an beginnt der Met-Hb- 
Spiegel wieder zu sinken. Die Versuche zeigen also, da Methamoglobin 
mit groBer Geschwindigkeit aus der Peritonealhéhle resorbieit wird 
und sich im Blute nachweisen laBt. Die Resorption erfolgt langsamer 
als diejenige von Salzlésungen, was bei dem hohen Molekulargewicht 
des Met-Hb nicht verwunderlich ist. Zudem muB beriicksichtigt werden, 
daB wegen der geringen Konzentration der injizierten Methamoglobin- 
lésung der osmotische Druck fiir den Ubertritt von Met-Hb durch die 
Wand der Peritonealhéhle abnehmen muBte. Ob das nach der 3. oder 
4. Stunde eintretende Absinken des Met-Hb im Blute auf einer ver- 
minderten Resorption aus der Peritonealhéhle oder auf einer Be- 
seitigung des Met-Hamoglobins beruht, laBt sich aus meiner Versuchs- 
anordnung nicht entscheiden. Unzweifelhaft beeinfluBt jedoch auch die 
Met-Hb-Entfernung die Verhaltnisse, da im Kérper Gelegenheit zur 
Umwandlung des Methimoglobins in Oxyhaimoglobin gegeben ist. 
Das Gesamtergebnis dieser Versuchsreihe zeigt die Abb. 1; die Kurve 
gibt den Durchschnittswert des prozentualen Anteils von Met-Hb aus 
Blutproben vor und nach der Injektion wieder. 

Nachdem es sich durchzahlreiche Versuche erwiesen hatte, daB die 
Methode den Eintritt von Methamoglobin aus der Peritonealhéhle 
in das Blut zu verfolgen gestattet, habe ich dieselbe fiir eine physio- 
logische Fragestellung angewandt. Die Tiere wurden durch Injektion 
von Thyroxin experimentell hyperthyreotisch gemacht. Nach Asher 
gehért die Permeabilitétssteigerung zu den Grundfunktionen der 
Schilddriisen. Die Erwartung, daB sich die Permeabilitaétssteigerung 
mit Hilfe der neuen Methode nachweisen lassen wiirde, hat sich erfiillt. 

Die Abb. 2 zeigt fiir die Versuche mit hyperthyreotischen Tieren 
den durchschnittlichen prozentualen Anteil von Met-Hb aus Blutproben 
vor und nach der Injektion. 
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Aus den Kurven der Abb. 1 und 2 geht klar hervor, daB die Ge- 
-chwindigkeit der Resorption des Methamoglobins aus der Peritoneal- 
héhle beim hyperthyreotischen Tiere sehr viel gréBer als beim normalen 
Tier ist. Schon wenige Minuten nach der Injektion laBt sich Methamo- 
globin im Blute nachweisen und das Maximum wird bereits kurz nach 
der zweiten Stunde erreicht. In anderen Versuchen mit hyperthyreoti- 
schen Tieren war zwar der Anstieg nicht so rasch, aber das Maximum 
wurde immerhin noch friiher erreicht als bei den Versuchen mit Normal- 
tieren, namlich zwischen der zweiten und dritten Stunde; das Maximum 
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lag dabei etwas héher als bei den Versuchen der Abb. 2. Aus dieser 
Versuchsreihe ergibt sich somit, daB bei hyperthyreotischen Tieren die 
Permeabilitat der Membran des Peritonaeums gesteigert ist. 

Die Versuche haben also gezeigt, da& der Ubertritt aus der Peri- 
tonealhéhle in die Blutkapillaren bei Methiémoglobin quantitativ ver- 
folgt werden kann. In der vorliegenden Arbeit wurde angenommen, dais 
dieser Ubertritt von der Permeabilitiét der Peritoneal- und Kapillar- 
wande abhangig sei. Esist jedoch zu beriicksichtigen, daB auch die Lymph- 
wege der Resorption dienen kénnen. Wie weit dies zutrifft, soll spater 
untersucht werden. Nach allem, was wir zurzeit iiber die Resorption von 
fliissigen Stoffen aus der Bauchhdhle wissen, ist aber eine Resorption auf 
dem Lymphwege wenig wahrscheinlich und die Tatsache, daB sich beim 
hyperthyreotischen Tiere eine gesteigerte Permeabilitaét nachweisen lieB, 
spricht dafiir, daB es sich um geanderte Eigenschaften einer Membran 
und nicht um veranderte Stomata im Zwerchfell handelt. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde eine neue Methode zur Untersuchung der Permeabilitat 
der Peritonealhéhle beschrieben, die auf Injektion von reinsten Met- 
hamoglobinlésungen in die Peritonealhéhle und auf der darauffolgenden 
quantitativ-spektrophotometrischen Ermittlung des Methamoglobin- 
gehalts des Blutes beruht. 

2. Es wurde die Kurve der Resorption von Methamoglobin aus der 
Bauchhohle ermittelt. 

3. Beim hyperthyreotischen Tier ergab sich eine gesteigeite Per- 
meabilitat der Wande der Peritonealhéhle. 








Chlorophylifluoreszenz und Kohlensaureassimilation. 
Von 
Hans Kautsky. 
VI. Mitteilung: 
H. Kautsky und A. Marx: Photographische Registrierung und Auswertung 
der Fluoreszenzintensitat-Zeitkurven griiner Blitter. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 23.Januar 1937.) 


Mit 14 Abbildungen im Text. 


Die Beobachtung der zeitlichen Anderungen der Fluoreszenz- 
intensitét des Chlorophylls, die zu Beginn der Belichtung lebender 
Blatter auftreten, gibt, wie in vorhergehenden Arbeiten! gezeigt wurde, 
neue experimentelle Méglichkeiten, Umwandlungen der vom Chlorophy]! 
absorbierten Lichtenergie im Chloroplasten messend zu verfolgen. Nach 
einer Zeit rein qualitativen Abtastens der Erscheinungen wurde ein 
Apparat gebaut, welcher erlaubte, relative Helligkeitsanderungen 
zweier Blatter zueinander im Halbschattenapparat zu verfolgen und 
die Zeiten zu messen, in denen charakteristische Punkte der Fluoreszenz- 
intensitat-Zeitkurve erreicht werden. Diesen halbquantitativen Mes- 
sungen hafteten die Mangel und Unzulanglichkeiten der Beobachtung 
mit bloBem Auge an. 

Deshalb erwies es sich als dringend notwendig, die Intensitat- 
Zeitkurven der Chlorophyllfluoreszenz objektiv aufzuzeichnen. 


Prinzip der Messung. 


Das Prinzip dieser Messungen ist folgendes: Das zu untersuchende 
lebende Blatt befindet sich in einer Kammer, die in einen Thermostaten 
eingebaut ist, nach auBen abgeschlossen durch eine nicht fluoreszierende 
Glasplatte. Das Blatt wird nun mit langwelligem ultraviolettem Licht 
(366 mw) von konstanter Intensitaét bestrahlt. Die durch die Belichtung 
hervorgerufenen zeitlichen Anderungen der Rotfluoreszenz werden von 
einer lichtelektrischen Zelle aufgenommen und der dadurch in der 
Zelle entstehende, der Fluoreszenzintensitat proportionale Photostrom 
auf ein Fadenelektrometer iibertragen. Die Aufladung des Fadens, 
der sich in einem elektrischen Feld zwischen zwei Schneiden befindet, 
verursacht eine Ablenkung des Fadens entsprechend der GréBe seiner 


' TI. Mitteilung: diese Zeitschr. 274, 423, 1934; II. Mitteilung: eben- 


da 274, 435, 1934; III. Mitteilung: ebenda 277, 250, 1935; IV. Mitteilung: 
ebenda 278, 373, 1935; V. Mitteilung: ebenda 284, 412, 1936. 
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\ufladung. Das Bild und die Bewegung des Fadens werden mit Hilfe 
‘ines Mikroskopes und eines Umkehrprismas waagerecht durch einen 
senkrechten Spalt auf eine photographische Platte projiziert. Diese 
photographische Platte wird durch eine Vorschubeinrichtung (Synchron- 
motor mit verschiedenen Ubersetzungen) mit bestimmter, konstar:ter 
Geschwindigkeit hinter dem Spalt vorbeibewegt. Auf der Platte entsteht 
so unmittelbar eine Zeit-Intensitaétskurve der Fluoreszenzainderungen. 
Durch die Vorschubeinrichtung wird automatisch eine Blende vor der 
Quecksilberlampe betatigt, so daB die Belichtung des Blattes erst in 
dem Augenblick stattfindet, in dem die photographische Platte den 
Spalt erreicht hat. Diese Anordnung gestattet eine genaue zeitliche 
Verfolgung der mit Fluoreszenzinderungen verkniipften Vorgiinge. 


Aufbau der Apparatur. 


Den Aufbau der gesamten Apparatur zeigt Abb. 1 schematisch in der 
Aufsicht. K ist eine Kammer aus Duraluminium, die in einem Thermo- 
staten (in der Abbildung links oben) eingebaut ist. In dieser Kammer 
befindet sich das zu untersuchende Blatt unter bestimmten, genau kon- 
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trollierbaren Lebensbedingungen. Eine genaue Beschreibung des Thermo- 
staten und seiner Einrichtung findet sich in dieser Zeitschr. 274, 435ff., 1934. 
Die Zu- und Ableitung des Gasstromes wurde lediglich zweckmaSig ver- 
einfacht. G,— G, sind mit Wasser gefiillte Waschflaschen, die zur Sattigung 
des durchgeleiteten Gasstromes mit Wasserdampf dienen. 7'F ist ein 
Thermoregler, Th ein Thermometer, FR ein Riihrwerk, Rm ein Rotameter, 
das die Gasgeschwindigkeit zu messen erlaubt. Die Kammer ist nach aufen 
verschlossen durch eine dicht sitzende Platte aus Tempaxglas, das praktisch 
fluoreszenzfrei ist. Vor der Glasplatte befindet sich eine Blende (nicht 
eingezeichnet), die erst kurz vor der Messung im Dunkeln entfernt wird, 
Biochemische Zeitschrift Band 290. 17 
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so, da das zu untersuchende Blatt bei den Vorbereitungen nicht dem Lic! 
ausgesetzt ist. 

Als Lichtquelle dient eine Heraeus-Quecksilberlampe fiir Gleichstron 
von 220 Volt, 3,5 Amp. Die Lampe Ll (rechts im Bilde) ist so in einen 
Kasten LK aus Kupferblech eingebaut, da8 praktisch nur das direkte Lich 
der Stirnseite der Quarzlampe fiir die Belichtung in Frage kommt. Durci 
diese Anordnung erhalt man als Lichtquelle angenihert einen Lichtpunkt. 
der sich etwa in einfacher Brennweite einer asphirischen Kondensorlins: 
(Busch in Rathenow, Durchmesser 77 mm, / 45,9 mm) befindet. Diese 
Linse 1, gestattet mit Hilfe einer gewéhnlichen Linse LZ, (f = 170 mm) 
einen Lichtfleck von praktisch homogener Flachenintensitaét auf dem griinen 
Blatt in der Kammer zu erzeugen. /’, ist ein Ultraviolettfilter (Schott u. Gen. 
UG,, 2mm stark), das nur Ultraviolett von der Wellenlange 72 = 300 bis 
400 my durchlaBt. Spuren von Rot, die noch durch das Filter hindurch 
gehen, werden durch eine '/, normale Kupfersulfatlésung in einer plan 
parallelen Kiivette (Schichtdicke 20mm) F, ohne merkliche Schwachuny 
des Ultravioletts absorbiert. Bl ist eine automatische Blende, Offnung 
24mm (KompurverschluB8 aus einem photographischen Apparat). 

Die Quecksilberlampe wiirde in dem engen Kasten bald zu hei werden 
und damit auch erléschen. Sie wird deshalb mit vorgewarmter Luft gekiihlt. 
Mit Hilfe des Widerstandes W, wird der Féhn soweit gedrosselt, daf die 
Lampe konstant mit 3,2 Amp. und 155 bis 165 Volt brennt. Geziindet wird 
die Lampe wie iiblich durch Kippen und Wiederaufrichten. Um zu ver 
meiden, daB diffuses Licht aus der Quecksilberlampe auf die empfindliche 
Photozelle wirken kann, ist der Teil der Apparatur von der Linse L, bis 
zum Féhn lichtdicht eingebaut. 

Die Rotfluoreszenz des Blattes wirkt auf die lichtelektrische Zelle 7. 
Diese ist eine edelgasgefiillte Zelle von Pressler in Leipzig, Maschenzelle M 122, 
CasopreBschicht, deren Empfindlichkeitsmaximum bei etwa 670 muy liegt 
und sowohl nach Gelb als auch nach Ultrarot hin steil abfallt. Die Wellen 
lange der Fluoreszenz des Chlorophylls liegt zwischen 630 und 700 mu. Die 
Zelle wurde meist mit einer Spannung von 75 bis 100 Volt betrieben (maxi 
male Betriebsspannung 124 Volt). Der negative Pol der Stromquelle /, 
(Pertrixbatterie 120 Volt) ist iiber den Schutzwiderstand W, von 10002 
mit der lichtelektrisch empfindlichen Schicht in der Zelle verbunden. Der 
positive Pol ist geerdet. Die Zelle selbst ist, mit Bernstein isoliert, in einem 
Kasten aus Kupferblech lichtdicht eingebaut, der gegen die Thermo 
statenkammer eine Offnung hat. Auf dieser Offnung sitzt ein Rotfilter 
(Schott u.Gen. OG,, 2mm stark), das Strahlung unterhalb 550 muy restlos 
absorbiert, dagegen Licht von der Wellenlinge oberhalb 600 my fast 100 °,ig 
durchlaBt. Die Zelle ist unterhalb 50° C vollkommen temperaturunabhingig, 
ihr Photostrom ist bei konstanter Lichtzusammensetzung der wirksamen 
Beleuchtungsintensitét proportional. Untersuchungen ergaben, da8 die 
Zelle auch praktisch tragheitslos ist. Ihre Konstanz und Betriebssicherheit 
ist demnach sehr hoch. Sie erlaubt besonders bei héheren Spannungen 
geringste Schwankungen der Fluoreszenzintensitaét noch gut zu messen. 

Der in der Zelle durch die Belichtung erzeugte Photostrom ladet den 
Faden Fa eines Elektrometers auf. Die Zuleitung zum Faden ist iiber einen 
Hochohmwiderstand W, von 1,8.10®°Q (RuBwiderstand) geerdet. Als 
MeSBinstrument dient ein Einfadenelektrometer von Lutz-Edelmann (Miinchen 
Nr. 1022, das: genauer in der Physik. Zeitschr. 24 (1923) beschrieben ist 
Die Photozelle ist mit dem Elektrometerplatinfaden Fa durch einen starken 
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Kupferdraht leitend verbunden. Der Faden ist zwischen den Schneiden 8, 
ind S, an Quarzschleifen elastisch und in seiner Spannung verstellbar auf- 
yvehingt. In Ruhestellung wird das System Zelle—Leitung—Faden durch 
einen Federkontakt geerdet (nicht eingezeichnet). Die Schneiden werden 
durch die Pertrixbatterie B, iiber die Schutzwiderstinde W, und W,; von 
je 2. 10°Q aufgeladen, so daB zwischen ihnen ein Hilfsfeld von 120 Volt 
Spannungsgefille entsteht. Da das Elektrometer auBerordentlich empfind- 
lich ist, muBte die Zelle, das Elektrometer, die Leitung zwischen beiden 
und der Hochohmwiderstand W, abgeschirmt werden. Letztere liegen in 
einem Kupferrohr, durch Bernsteinisolatoren genau in der Mitte des Rohres 
gehalten. Die einzelnen Teile dieser Abschirmung sind leitend miteinander 
verbunden und ihrerseits geerdet. 


Das Bild des Fadens und seine durch Aufladung verursachte Bewegung 
wird mit Hilfe der Lichtquelle Zi und einer besonderen Beleuchtungs- 
optik BO durch die Projektionsoptik PO auf den Spalt in der Riickwand 
der Vorschubeinrichtung abgebildet. Als Lichtquelle dient eine Osram- 
Spezial-Nitram-Lampe 8 Volt, 3,8 Amp. #P ist ein Reversionsprisma, das 
die normale senkrechte Abbildung des Fadens zur Waagerechten um- 
zukehren gestattet. 

Vor der Gleitbahn Gb wird der Gleitschlitten Gs durch die Vorschub- 
einrichtung mit genau bestimmter, konstanter Geschwindigkeit vorbei- 
bewegt. In der Gleitbahn befindet sich ein senkrechter, schmaler, verstell- 
barer Spalt Sp. Das Bild des Elektrometerfadens wird waagerecht auf die 
Riickwand der Gleitbahn projiziert, also senkrecht zum Spalt. Eine Auf- 
ladung und Entladung des Fadens bewirkt also das Auf- und Abwiarts- 
bewegen eines dunklen Punktes in dem sonst hell erleuchteten Spalt. Wird 
nun eine Kassette mit einer photographischen Platte im Gleitschlitten mit 
konstanter Geschwindigkeit an dem Spalt vorbeibewegt, so zeichnet sich 
auf der Platte eine Kurve ab, die genau dem zeitlichen Fluoreszenzverlauf 
entspricht. 

Der Gleitschlitten mit der photographischen Platte wird indirekt durch 
den Synchronmotor Sy iiber verschiedene Ubersetzungen durch die 
Schnecke Sch bewegt. Der Synchronmotor (220 Volt ~) lauft konstant 
mit 100 Umdrehungen/Minute. Durch verschiedene Ubersetzungsverhaltnisse 
der Zahnrider z, bis z, kann man drei verschiedene Geschwindigkeiten 
erzielen. Die Zahnrader z,, 2,, 2; haben gleichen Durchmesser, desgleichen 
Zo, 24, Zg- 2%, ist mit 2, 2, mit z; starr verbunden. Lauft z, auf z;, so wird 
die photographische Platte in 3,4 Sekunden an dem Spalt vorbeibewegt 
(Sekundenplatte). 2, auf z, oder z, auf z, ergibt eine Geschwindigkeit 
von 51,8 Sekunden (Minutenplatte). Eine Geschwindigkeit von 12 Minuten 
47,6 Sekunden erhalt man, wenn man die 100 Umdrehungen/Minute iiber- 
setzt von dem Zahnrad z,, das fest auf seine Welle aufgeschraubt ist, auf 
das beweglich auf seiner Welle sitzende Rad z, und damit z, und von z; 
auf das ebenfalls bewegliche Rad z, und damit z,, von hier aus endlich 
auf z,, das wieder fest auf der Welle sitzt und somit iiber die beiden koni- 
schen Zahnrader und die Schnecke Sch die photographische Platte bewegt. 


Diese Ubersetzungsverhiltnisse gestatten mit Hilfe der Sekunden- 
platte den Anstieg der Fluoreszenzkurve in allen Einzelheiten aufzunehmen. 
Der Fluoreszenzabfall praigt sich sehr schén auf der Minutenplatte aus, 
wenn er auch in vielen Fallen nach etwa 1 Minute noch nicht das Minimum 
erreicht hat. Dauert der Gesamtverlauf der Fluoreszenzinderungen iiber 








H. Kautsky: 


1 Minute, so schaltet man die Vorschubvorrichtung auf die geringste CG: 
schwindigkeit. 

An der Gleitschiene sind zwei Kontakte angebracht (der bessere: 
Ubersicht wegen nicht eingezeichnet), die bewirken, daB beim Anwerfer 
des Synchronmotors, gerade bevor die photographische Platte den Spait 
erreicht, sein Stromkreis geschlossen und erst wieder ge6ffnet wird. 
sobald die Platte an dem Spalt vorbei ist. An der Gleitschiene sind noc} 
zwei weitere Schleifkontakte A, und A, angebracht. Sobald AK, den fest 
stehenden Kontakt A, beriihrt, wird in dem daran hingenden Stromkreis 
mit Hilfe der 10 Voltbatterie B, ein StromstoB erzeugt. Dieser Stromstol; 
Offnet mittels eines kleinen Elektromagneten die Blende Bl, so daB die 
Belichtung des griinen Blattes und damit dessen Fluoreszenz erst dann be 
ginnt, wenn die photographische Platte sich schon am Spalt vorbeibewegt 
Schleift der Kontakt AK, iiber K,, so wird ein neuer StromstoB erzeugt, 
der die Blende wieder schlieBt. Die Kontakte sind so angeordnet, da die 
vordere Kante der photographischen Platte schon einige Millimeter an dem 
Spalt vorbei ist, bevor die Blende automatisch geéffnet wird; sie wird 
geschlossen, wenn die Platte bis auf einige Millimeter bereits an dem Spalt 
vorbeibewegt ist. Man kann so bequem immer die absolute Nullstellung 
des Fadens zum Beginn und am Ende der Aufnahme auf der Photographie 
ablesen. Die vorher erwaihnten drei verschiedenen Geschwindigkeiten der 
photographischen Platte bezieheh sich auf den Zeitabstand zwischen 
Offnen und SchlieBen der Blende. 


Ausfiihrung der Messungen. 


Die Messung, d.h. das Photographieren einer Fluoreszenzkurve, 
geschieht folgendermaBen: Frische, soeben im Pflanzenhaus gepfliickte 
Blatter werden in einem lichtdichten Blechkasten auf nasses Filtrier- 
papier gelegt. Die Blatter sind nach etwa einer halben Stunde ausgeruht. 
Die Quarzlampe wird geziindet und mit Hilfe des Widerstandes W, 
(Abb. 1) und des Féhns reguliert, bis sie konstant mit 3,2 Amp. und 
155 bis 165 Volt brennt. Dabei sind die beiden MeBinstrumente V und A 
genau zu beobachten. Sodann wird die fiir den Versuch nétige Tem- 
petatur mit Hilfe eines Gasbrenners und des Thermoregulators 7’ R 
eingestellt, bei Temperaturen unter Zimmertemperatur entweder durch 
dauerndes Zulaufenlassen von Leitungswasser oder durch Einbringen 
von Eisstiickchen. Die Temperatur laBt sich so auf 1/,.°C auch fiir 
langere Zeit konstant halten. 

Die fiir die Versuche benétigten Gase sind schon vorher in Bomben 
gemischt und analysiert worden. Man leitet die gewiinschten Gas- 
gemische durch die Waschflaschen G, — G, zur Sattigung mit Feuchtig- 
keit und dann in die Kammer K, in die inzwischen im Dunkeln das zu 
untersuchende Blatt mit der Unterseite nach auBen eingelegt worden 
ist. Man nimmt fiir die Untersuchungen zweckmaBig immer die Unter- 
seite nach auBen, da diese in sehr vielen Fallen heller fluoresziert als die 
Blattoberseite, die durch vermehrte natiirliche Schutzschichten das 
eingestrahlte UV.-Licht starker absorbiert; auch der Gasaustausch ist 
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uf der Blattunterseite infolge der meist dort befindlichen Spalt- 
iffnungen viel reger. 

Die Messung kann natiirlich nur im verdunkelten Raum erfolgen. 
Die Blende vor der Thermostatenkammer wird geéffnet und der Ver- 
schluB von der Offnung des Photozellenkastens genommen. An die 
Schneiden des Elektrometers wird die Spannung gelegt, ebenfalls an 
die Zelle!. Die hierbei als Stromquellen verwendeten Pertrixbatterien 
werden von Zeit zu Zeit auf ihre Konstanz gepriift. 

Die Erdung des Fadens wird entfernt, und zuletzt gepriift, ob das 
Bild des Fadens scharf projiziert ist. Dies ist leicht durch geringes 
Regulieren der Fadenspannung zu erreichen. Die Kassette mit der 
photographischen Platte wird schon vorher in den Gleitschlitten ge- 
schoben. Ist nun der Kassettenschieber entfernt, so ist alles zur Auf- 
nahme bereit. Der Synchronmotor wird mit der Hand angeworfen und 
bewegt den Gleitschlitten mit der photographischen Platte. Der erste 
Kontakt A, auf dem Schlitten 6ffnet die Blende, das Blatt wird be- 
lichtet und fluoresziert. Der Fluoreszenzverlauf zeichnet sich als Kurve 
auf der Platte ab. Sobald die Platte nahezu an dem Spalt vorbei ist, 
schlieBt der Kontakt A, die Blende wieder. 

Die Anstiege mit der kurzen Belichtungszeit von 3,4 Sekunden 
wurden photographiert mit Agfa Isopanplatten, 6'/, x 9 em 20/10° Din, 
die Abfalle mit der Belichtungszeit von 51,8 Sekunden mit Agfa Isopan- 


platten 6'/,x9 em 17/10° Din. 


Die Anderungen der Fluoreszenzintensitat in den ersten Sekunden der 
Belichtung. 


Der Fluoreszenzanstieg. 











c 


74 Sek 


Abb. 2. Der Fluoreszenzanstieg von Ageratum mexicanum bei 20°. 
Abszisse: t Zeit in Sekunden. Linke Ordinate: 1 Grad der Fluoreszenzlischung (nicht wie in 
den bisherigen Arbeiten die Fluoreszenzhelligkeit). Die Fluoreszenzlischung wird im 
Belichtungsbeginn mit 100°/), im Fluoreszenzmaximum mit 0/9 bezeichnet. 


| Fiir alle Aufnahmen ist, wenn nichts besonders vermerkt, bei gleich- 
bleibender Anspannung des Elektrometerfadens die Zellenspannung 100 Volt, 
die Schneidenspannung 126 Volt. 
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Zur Auswertung der Kurve wurden Diapositive hergestellt, di 
Kurven in stark vergréBertem MaBstab auf Millimeterpapier projizier 
und sorgfaltigst nachgezeichnet. Die Kurvenlinie erscheint in dies 
VergréBerung sehr breit. Die zu den einzelnen Zeitwerten gehérige: 
Werte des Léschungsgrades L sind trotzdem recht genau festzulegen 
wenn sie immer gleichmaBig in den auBeren Rand der Kurve gelegt 
werden. 

Tragen wir die Logarithmen des so ermittelten Grades der Flu 
oreszenzléschung log I an Stelle von L auf der Ordinate auf, so wird di: 
Kurve zu einer Geraden (Abb. 3). 

Abb. 3 sagt aus, daB die Geschwindig 
keit des Ansteigens der Flucreszenz in 
jedem Zeitpunkt proportional der Fluo. 





reszenztilgung L ist. Setzt man diese 
Fluoreszenztilgung gleich der Konzentration 
des fluoreszenztilgenden Stoffes in Pro- 











zenten, so kann man sagen, daB der photo- 
Abb. 3. chemische Vorgang, welcher den Fluo- 
reszenzanstieg verursacht, den Verlauf einer 
Reaktion I. Ordnung hat. Der fluoreszenztilgende Stoff ist nach Aus- 
sage aller bisherigen Versuche eine dissoziable Sauerstoffverbindung. 


Tabelle I (zu Abb. 3). 





t 4 t 
log L | Zeit in Sek. || 0, | log L | Zeit in Sek. m" 


0 


t 8 
Zeit in Sek. 0/9 


0,740 
0,613 
0,477 
0,301 


0 100.0 2,000 1, 24.1 | 1,382 
0,2 80,2 1,904 iF 18,0 1,255 
0,4 61,2 1,787 :¥ 13,2 | 1,121 
1 
1 


po row 1 
Oe DOS 


0,6 45,1 1,654 f 10,0 1,006 
0.8 82,5 1,512 7,2 0,857 








Zur bequemeren Vergleichbarkeit verschiedener Pflanzen _ be- 
stimmen wir das Verhaltnis L,/L fiir gleiche aufeinanderfolgende 
Zeitintervalle (1 = 0,2 Sekunden). 

log L, — log L ; 
K. 

T 
Wir erhalten fiir die Kurve Abb. 2 folgende K-Werte, beginnend mit 
der Belichtungszeit ¢ = 0,2 Sekunden: 
6,93, 6,74, 6,69, 6,81, 6,60, 6,94, 6,55, 6,70, 6,83. 

Die Fehlergrenze des mittleren K-Wertes 6,76 betragt + 2,8°,. In 
analoger Weise wie fiir Ageratum mexicanum Abb. 2 wurden fiir Piper 
nigrum und Parietaria officinalis die K-Werte ermittelt. 
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Piper nigrum (junges Blatt) bei 25°. 
K-Werte ab ¢ = 0,2 Sekunden = 6,91 6,93 6,85 6,97 
6,97 6,96 6.85 


4 Q oO 
K mittet 0,9 “/o 


Parietaria officinalis bei 25°. 

K-Werte ab ¢ 0.4 Sekunden : 18 7,14 7.06 6.89 
. ca 

K mittet 4,26 

Bei allen drei Pflanzen verlauft der Fluoreszenzanstieg, allerdings 

erst meist nach Ablauf der ersten 0,2 bis 0,4 Sekunden, nach der Gesetz- 

maigkeit einer Reaktion I. Ordnung. Die Ahnlichkeit der A-Werte 

laBt darauf schlieBen, daB auch die quantitativen Verhaltnisse der den 

Fluoreszenzanstieg verursachenden Faktoren in den drei Pflanzen recht 

ahnlich sind. 


Der EinflugB der Temperatur auf den Fluoreszenzanstieg. 


Es wurden Aufnahmen des Fluoreszenzanstiegs von Ageratum 
mexicanum fiir Temperaturintervalle von 5° in dem Temperaturbereich 


von 0 bis 35° gemacht. Die Kurven fiir die Temperaturen von 35° 
(Abb. 4), 209 (Abb. 2), 15° (Abb. 5) und 0,1° (Abb. 6) sind als Strich- 
zeichnungen hier wiedergegeben. 
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Auf der Abszisse ist die Belichtungszeit in Sekunden, auf det 
Ordinate die Fluoreszenzhelligkeit bzw. die Héhe des Fadenausschlags 
des Elektrometers (in Skalenteilen) aufgetragen, welche der Fluoreszenz- 
intensitat proportional ist. 

Zur Auswertung der Kurven wurde wie bei Abb. 2. beschrieben 
verfahren. In Tabelle IT ist die Konstanz des Verhiltnisses Ly L fiir 
Intervalle von je 0.2 Sekunden fiir den Verlauf der Kurven gepriift. 


Beziiglich des Endpunktes des Fluoreszenzanstieges ist zu bemerken, 
daB die Zeit seines Erreichens von der Temperatur abhangig ist. Er 
wird um so spater erreicht, je niedriger die Temperatur ist. Aus den 
Abb. 10 bis 14, welche den Verlauf der zeitlichen Fluoreszenzanderungen 
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Tabelle II. 





Zeitabschnitte 200 50 100 50 0,10 


0—0,2 (6,23) (6,85) (6,88) (6,68) 
0,2—0.4 6.55 ) (6,91) (6,63) (6,91) 
0,4—0,6 6.78 3.5 6.60 6,45 6.40 
0,6-——0.8 6.93 7 6.71 6.46 6.21 
0,8—-1,0 6.74 1,58 6,54 6,40 6,21 
j—1 2 6.69 5 6.59 6,41 6,23 
.2—1,4 6,81 Wh 6,55 6,48 6,26 
A= 4:6 6.60 9,45 6.41 6.48 6,30 
,6—1,8 6.94 55: 6,69 6.48 6,29 
Mittelwert : 6,76 : 6,58 643 
Kehler in °%: 2,8 ee 23 13 


I 
I 
l 
1 


von Ageratum-Blattern bei verschiedenen Temperaturen in einem Zeit- 
abschnitt von 51,8 Sekunden wiedergeben, ist dies ohne weiteres 
zuersehen. Die eigentliche Ursache hierfiir ist nicht die Herabminderung 
der Geschwindigkeit der den Fluoreszenzanstieg verursachenden Re- 
aktion durch Senkung der Temperatur, sondern vielmehr die starke 
Temperaturabhangigkeit der dem Fluoreszenzanstieg folgenden chemi- 
schen Reaktion, welche eine Abnahme der Fluoreszenz vor dem voll- 
standigen Ablauf des Fluoreszenzanstiegs bewirkt (siehe auch die Abb. 4). 

Wenn wir zur Auswertung der Kurven des Fluoreszenzanstiegs die 
nach 3,4 Sekunden erreichte Abnahme der Fluoreszenzléschung mit 
0°, L bezeichnen, so machen wir in der Berechnung von K einen 
geringen Fehler. 

Dieser Fehler haftet mehr oder minder allen Kutven gemeinsam an: 
deshalb sind die berechneten A-Werte der verschiedenen Kurven 
untereinander befriedigend vergleichbar. Fiir die Ermittlung der 
Konstanz L, L in gleichen Zeitintervallen ist das Gebiet sehr geringer 
Ausléschung unterhalb 10°, wegen zu groBer Fehlerméglichkeiten nicht 
in Betracht gezogen worden. Das gleiche gilt fiir das photographisch 
schwer deutlich zu machende sehr rasche Ansteigen der Fluoreszenz in 
den ersten zwei, manchmal vier Zehntelsekunden der Belichtung (ge- 
klammerte Werte der Tabelle 11). Fiir die Ver6éffentlichung ist der 
erste Kurvenanfang zur Verdeutlichung mit Bleistift etwas nach- 
geschwarzt worden. Bei der Beurteilung samtlicher Kurven (Flu- 
oreszenzanstieg und Abfall) ist noch zu bedenken, daB in den meisten 
Blattern ein starker Intensitatsabfall des UV.-Lichtes  stattfindet. 
In folgenden Arbeiten (iiber den Einflu8 der Lichtintensitat) sollen die 
Messungen noch sauberer gestaltet werden, indem mit sichtbarem Licht 
bei geringer Temperatur Blatter oder diinne Algenschichten untersucht 
werden, in denen das eingestrahlte Licht méglichst wenig geschwacht 
wird, 
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Aus den in der Tabelle II angegebenen Mittelwerten fiir A ergibt 
sich fiir eme Temperaturanderung von 20 auf 0° eine Abnahme der der 
Reaktionsgeschwindigkeit proportionalen A -Werte in der GréBenordnung 
von 10%. Somit kann eine temperaturabhangige chemische Reaktion 
nicht geschwindigkeitsbestimmend fiir den Fluoreszenzanstieg sein: 
der sehr geringe, gerade noch deutliche TemperatureinfluB kénnte 
héchstens einer Anderung der Diffusionsgeschwindigkeit eines Re- 
aktionsteilnehmers zugeschrieben werden. 

Nachdem das Chlorophyll in einer Grenzfliche festgelegt ist, 
dirfte man nur fiir den gebundenen Sauerstoff eine Beweglichkeit 
gegeniiber den Grenzflachenbausteinen annehmen. Deshalb erscheint 
es zweckmabiger, die fluoreszenzléschende Sauerstoffverbindung wieder 
wie urspriinglich mit AO, und nicht wie spater mit [Ch]O, anzugeben. 
Dadurch kommt auch besser die Tatsache zum Ausdruck, dab ober- 
flachenaktive Stoffe den gebundenen Sauerstoff von der Chlorophyll- 
oberflache zu verdrangen vermégen. 

Unter den dem Fluoreszenzanstieg zugrunde gelegten Reaktionen 
ist keine, welche einer Aktivierungswairme bedarf, weil die Aktivierung 
durch Licht erfolgt. 

Ch + hy = Ch* Anregung des Chlorophylls. 

Ch* + AO, = Ch + (AO,)é Ubertragung von Anregungsenergie auf 

AO, unter Fluoreszenzléschung. 


Die Beeinflussung des Fluoreszenzanstiegs durch Anderung der 


Temperatur wurde auch bei anderen Pflanzen, insbesondere bei Parie- 
taria ramiflora, untersucht, mit dem Ergebnis, daB ein gréBerer Tem- 
peratureinfluB in keinem Falle beobachtet wurde. 

DaB bei friiheren rein visuellen Fluoreszenzbeobachtungen der 
Fluoreszenzanstieg ganz unbeeinfluBbar durch die Temperatur  ge- 
funden wurde, ist bei der sehr geringen Temperaturabhangigkeit des- 
selben ohne weiteres begreiflich. 


Die Anderung der Fluoreszenzintensitit in der ersten Minute der Belichtung. 

Die Versuchsanordnung wurde fiir diese Aufnahmen unverandert 
beibehalten, nur wird die photographische Platte mit geringerer Ge- 
schwindigkeit —- in 51,8 Sekunden an dem Spalt Sp der Vorschub- 
einrichtung (Abb. 1) vorbeibewegt. 

Abb. 7 ist eine Aufnahme der Fluoreszenzkurve von Vinca majus 
bei 25° C. Die Kurve folgt keiner einfachen GesetzmaBigkeit, ihr Verlauf 
laBt darauf schlieBen, daB ihr nicht nur eine einzelne Reaktion zugrunde 
liegt, sondern eine Folge verschiedenartiger Vorgange. 

Der Fluoreszenzanstieg (punktierte Linie) wird in der Aufnahme erst 
kurz vor Erreichung des Fluoreszenzmaximums sichtbar. Der Elektro- 
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meterfaden bewegt sich im Anstieg so rasch, dab die Fadenabbildun; 
infolge des langsameren Wanderns der photographischen Platte nach 
belichtet und so die Abbildung des Anstiegs wieder verléscht wird 
Die mit yeringerer Geschwindigkeit erfolgenden Intensitaétsanderunge: 


nach Erreichen des Fluoreszenzmaximums kommen dagegen, wie dit 
Kurvenbilder zeigen, sehr gut zur Abbildung. 
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Abb. 7. Fluoreszenzkurve von Vinea majus bei 25° 


Das endgiiltige Einspielen aller Teilvorgange driickt sich in einer, 
mit dem Fluoreszenzabfall sich allmahlich 


einstellenden, konstant- 
bleibenden Fluoreszenzhelligkeit aus. 


Diese wird, wie aus den Kurven 
zu ersehen ist, innerhalb der Zeit von 51,8 Sekunden nur bei héheren 
Temperaturen erreicht. Wenn aber die geringste der drei einstellbaren 
Geschwindigkeiten der photogiaphischen Platte (12-Minutenplatte) 
gewahlt wird, bildet sich das Auslaufen des Fluoreszenzabfalls in einer 
zur Abzisse parallelen Geraden, auch bei geringeren Temperaturen, 
auf der Platte ab. 
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Fluoreszenzkurve von 
Parietaria officinalis bei 25°. 


Zunachst wurden Fluoreszenzkurven verschiedener Blatter 
25°C aufgenommen, um festzustellen, ob der in der Abb.7 wieder- 
gegebene Fluoreszenzverlauf eine Besonderheit der gewahlten Pflanze 
Vinca majus darstellt, oder ob dieser Kurvenverlauf unter den namlichen 
Bedingungen ganz allgemein bei verschiedenartigen Pflanzen zu finden 
ist. Es wurden deshalb Fluoreszenzkurven von Blattern verschiedenet 


bei 
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Pflanzen aufgenommen, von denen die von Piper nigrum und Parietaria 
officinalis als Strichzeichnungen hier abgebildet sind (Abb. 8 und 9). 

Die Kurventypen von Vinca majus (Abb. 7), Piper nigrum (Abb. 8) 
und Parietaria officinalis (Abb. 9) alle bei 25° C weichen erheblich 
voneinander ab. 

Entweder sind die den verschiedenen Kurventypen zugrunde 
liegenden Vorgange qualitativ voneinander verschieden, oder es liegen 
ihnen die gleichen Vorgiéinge zugrunde, aber die Beeinflussung der 
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Abb. 13. 
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Abb. 14. 


Geschwindigkeit der einzelnen Teilvorgange durch die AuBenbedingungen 
ist fiir die verschiedenen untersuchten Pflanzen bloB quantitativ ver- 
schieden. Die zweite Méglichkeit ist die zutreffende, wie Versuchsreihen 
zeigen, in denen der EinfluB der Temperatur auf den Verlauf der Flu- 
oreszenzkurve nur einer Pflanze photographisch festgehalten wird. 

Es wurden Fluoreszenzkurven von Ageratum mexicanum in 
Temperaturintervallen von je 5° in dem Temperaturbereich von 35° 
bis 0° aufgenommen, von denen diejenigen bei 35°, 25°, 159, 5° und 0,1° 
in den Abb. 10 bis 14 als Zeichnungen wiedergegeben sind. 

Aus den Abb. 10 bis 14 ist zu ersehen, daB auf den Fluoreszenzanstieg 
eine Reihe von Vorgangen verschiedener Temperaturabhangigkeit ein- 








260 H. Kautsky. 


ander folgen. Den friiher bei Piper nigrum bei 25° (Abb. 8) beobachtete: 
Kurventyp finden wir bei Ageratum erst bei héheren Temperature 
bei 35° (Abb. 10) wieder. Die Kurven fiir Vinca majus bei 25° (Abb. 7 
und die von Ageratum bei der gleichen Temperatur (Abb. 11) stimme: 
weitgehend iiberein. Bei niederen Temperaturen wird die Trennung 
der einzelnen aufeinanderfolgenden Reaktionen besonders deutlich 

Ganz analoge Kurvenbilder finden wir, wenn auch nicht so deutlich 
ausgepragt, bei Parietaria ramiflora, von der eine Reihe Aufnahmen von 
Fluoreszenzkurven bei verschiedenen Temperaturen (zwischen 35° und 
0.1°) verglichen wurden. 

Es ist an dieser Stelle leider noch nicht méglich, auf die Vorgange, 
welche die Fluoreszenzinderungen verursachen, einzugehen. Man sieht 
jedoch ohne weiteres, daB die hier angewendete MeBmethode ganz neue 
Kinblicke in den Verlauf der dic Fiuoreszenzinderungen bewirkenden 
Vorginge zu gewinnen erlaubt. Eine befriedigende Erklarung der 


‘Temperaturkurven hat sich erst aus dem Vergleich der Fluoreszenz- 


kurven bei verschiedenen Sauerstoffdrucken ergeben. In einer dem- 
nichst folgenden umfangreicheren Mitteilung, in welcher die zur Zeit 
schon abgeschlossenen Versuche tiber diesen Gegenstand besprochen 
werden, wird auf die Natur der von der Temperatur und dem Sauerstoff- 
druck abhangigen Teilvorgange ausfiihrlich eingegangen. Wir kommen 
dort nochmals auf die hier abgebildeten Kurven zuriick. Es wird sich 
dann noch Gelegenheit bieten, auf den Zusammenhang der Fluoreszenz- 
erscheinungen mit der Kohlenséureassimilation und auf die Einwande 
H.Gaffrons u.a. etwas naher einzugehen. 


Fiir wertvolle Unterstiitzung beim Aufbau der Apparatur, der mit 
den Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt wurde, 
danken wir dieser sowie Herrn Dr. C. Bosch jr., Herrn Dr. R. Brill und 
Herrn Ingenieur R. Braun. Das freundliche Entgegenkommen der I. G. 
Farbenindustrie Leverkusen, Ludwigshafen und Oppau_ verpflichtet uns 
ebenfalls zu groBem Dank. 





Zur Kenntnis des Datiscetins, Morins und Quercetins. 
Von 
R. Grinbauméwna und L. Marehlewski?. 
(Eingegangen am 13. Februar 1937.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Flavon- und Flavonolderivate wurden bis jetzt optisch wenig 
untersucht. Einige einschligige Untersuchungen japanischer Forscher?, 
die sich auf die Absorption im kurzwelligen Gebiet beziehen, sind nur 
qualitativer Natur. Uns interessierte vor allem das Datiscetin, welches 
in unserem Laboratorium viel untersucht wurde und welchem March- 
lewski und seine Mitarbeiter Korczynski und Leskiewicz? eine Konsti- 
tutionsformel zuerteilten, die spiter durch Synthese von Kalff und 
Robinson’ vollauf bestatigt wurde. Datiscetin ist 3, 5, 7, 2’-Tetra- 
hydroxy-Flavon: 


O OH 
HO/ Y }-—< 


\ 


OH 
OH CO 


Dem Datiscetin steht das Morin sehr nahe: 


6) OH 
HO’ : NOH 


' oo. Y—OH 
OH CO 
Beide Farbstoffe unterscheiden sich von anderen natiirlichen Farb- 
stoffen dieser Reihe dadurch, daB sie eine orthostandige Gruppe in dem 
Phenylrest des 2-Phenyl-Benzo-y-Pyrons enthalten. Quercetin ist dem 
Morin isomer und hat die folgende Konstitution: 
O OH 
HO’ ‘OH 


re —OH 
OH CO 


' Vorgelegt der Polnischen Akademie der Wissenschaften. — ? Shibata, 
Kimotsuki, sowie Hattori, Chem. Centralbl. 1923, 244; 1928, 1090. — * Bull. 
de l’Academie Polonaise des Sciences et des Lettres. 1906, 95; 1907, 124; 
1914, 218. — 4 J. Chem. Soc. London 127, 1968, 1925. 
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A. Datiscetin. 


Zur optischen Untersuchung diente ein aus verdiinnter Essigsiiy 
mehrere Male umkristallisiertes Praparat vom Schmelzpunkt 272° C. 
Die Extinktionen wurden, wie immer in unserem Laboratorium, 1 


Hilfe des Spekker-Hilgerschen 


Ultraviolettphotometers bestimmt. A 
Lichtquelle diente ein Funken hoher Spannung zwischen Stahl-Wolfra: 
Elektroden. Wir benutzten Lésungen des Datiscetins in 96 °,igem Athan: 
Die eine enthielt pro Liter 0,0001 Mol, die andere 0,00005 Mol, erst: 
wurde in einer 1 em Schicht, die zweite in 2em Schicht untersucht. Die E 
gebnisse stimmten ziemlich gut iiberein, was fiir die Giiltigkeit des Beersch 
Gesetzes spricht. Im Durchschnitt wurden folgende Werte erhalten: 





0,1 1 000 
0.2 2 000 
0, 8 000 
0,4 4 000 
0,5 5 000 
0.6 6 000 
0.7 7 000 
0,8 8 000 
0,9 9 000 
1,0 10 000 
1,1 11 000 
1,2 12 000 
1,3 13 000 
1,4 14 000 
1,5 15 000 
1,6 16 000 
tf 17 000 


log « 


3,000 
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Abb. 1. 


¥400 


4500 

4350 

4280 

4195 

4125 

2932 31385 3975 

2872 38230 3910 

2832 3335 3812 

2278 2355 2796 3440 3740 
2268 2378 2770 
2245 2433 2740 
2225 2445 2720 
2462 2706 
2472 2700 
2489 2693 
2511 2685 
2578 2678 


Die molare Extinktionskurve 
(Abb. 1) zeigt zwei Maxima bei 
2640 und 3750 A und zwei Mi- 
nima bei 2312 und 3132 A. 


Tetraacetyl-Datiscetin. 

Das Priparat wurde nach der 
Vorschrift von Korczyrski und 
Marchlewski dargestellt. Schmelz- 
punkt 138°. Untersucht wurden 
alkoholische Lésungen, die pro 
Liter 0,0001 Mol enthielten, die 
eine in lem Schicht, die zweite 
in 2em Schicht. 


Wie aus dem Verlauf der mo- 
laren Extinktionskurve (Abb. 2) 
hervorgeht, ist die Extinktion 


des Acetylderivates im langwelligen Teil des Spektrums, etwa um 
4000 A, geringer als beim Datiscetin selbst; sie steigt aber dann be- 
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Schichtdicke 1 em. 























@ log ¢ d 
0,1 1 000 3,000 
0,2 2 000 3,301 
0,3 3 000 3,477 
0.4 4 000 3,602 3335 
0.5 5 000 3,698 3225 
0,6 6 900 3,778 3155 
0,7 7000 3,845 3105 
0.8 8 000 3.903 2975 
0,9 9 000 3,954 2822 
1,0 10 000 4,000 2695 
1,1 11 090 4,041 2645 
1,2 12 000 4,079 2260 2298 2598 
1,3 13 000 4,114 2253 2330 2565 
1,4 14 000 4,147 2248 2384 2545 
1,5 15 000 4,176 2445 2528 
Schichtdicke 2 em. 
ri F log « A 
0,1 500 2,699 4650 
0,2 1000 3,000 4425 
0,3 1500 3,176 4320 
0,4 2000 3,301 4260 
0,5 2500 3,398 4225 
0,6 3000 3,477 3370 §=©3635 = 4160 
0,7 3500 3,544 3300 3765 4100 
0,8 4000 3,602 8250 
0,9 4500 3,653 3220 
1,0 5000 3,698 3190 
Lt 5500 3,740 3168 
1,2 6000 3,778 3150 
deutend an und erreicht nahe- 43 
zu die Extinktion der Mutter- 42 
substanz. Die Kurve zeigt je 47 
zwei Maxima und Minima, und 40 
zwar bei 2495, 3960 A baw. 59 
2280, 3470 A. Der Eintritt von 38 
Acetylgruppen an Stelle von ! 57 
Wasserstoffatomen der Hydro- & % 
xylgruppen andert demnach das ral 
Spektrum des Datiscetins nicht 3 
wesentlich. 
32 
Tetrabenzoyl-Datiscetin. v 
i 5 5 
Wesentlich anders gestalten oe a — 
sich die Verhaltnisse, wie zu er- Abb. 2. 
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warten war, beim Benzoylderivat, was auf die Mitwirkung des Benzo! 
ringes zurickzufihren ist. 

Die Substanz wurde nach der Vorschrift von Marchlewski und Ko» 
ezynski dargestellt. Schmelzpunkt 191°. Da die Substanz in reinem Alkohi 
ziemlich schwer léslich ist, wurde die Hauptlésung von der Konzentratio: 
0,001 Mol wie folgt hergestellt. Die abgewogene Menge wurde in 5 cen 
Chloroform gelést und mit Alkohol auf 100 cem verdiinnt. Nach Bedari 
wurde diese Lésung weiter mit Alkohol verdiinnt. 

Untersucht wurden drei Lésungen: Lésung 1, 0,00005 Mol/Lite: 
Schichtdicke 0,5 em, Lésung 2, 0,000025 Mol/Liter, Schichtdicke 1 cm. 
Im Mittel wurden folgende Werte erhalten: 





z log & A @ e log « 


40000 4,602 2556 1,3 52000 4,716 2278 2494 

44000 4,643 © 2242 2538 14 56000 4,748 2310 2462 

48000 4,681 2261 2517 15 60000 4,778 2346 ©2435 
Die dritte Lésung enthielt pro Liter 0,0001 Mol, Schichtdicke 0,5 cm 
Ermittelt wurde: 





log y log « 


2000 | 3,301 18000 4,255 2916 
4000 | 3,602 20000 4,301 2745 
6000 | 3.778 22000 4,342 2685 
8000 | 3,903 |) 43 24000 4,380 2630 
10000 | 4,000 fF 26000 4,415 2610 
12000 | 4,079 28000 4,447 2592 
14000 | 4.146 30000 4,477 2580 
16000 | 4,204 








Samtliche obigen Werte wur- 
den zur Konstruktion der molaren 
Extinktionskurve (Abb. 3) benutzt. 
Sie verlauft anders als die beiden 
vorigen. Es ist nur ein deutliches 
Maximum vorhanden, welches im 
Vergleich mit der entsprechenden 
Datiscetinbande mehr nach dem 
extremen Ultraviolett verschoben 
ist und bei 2395 A liegt. AuBerdem 
ist eine Ausbuchtung bei etwa 
3100 A wahrzunehmen. 


Tetrabenzolsulpho-Datiscetin. 
Dieses Derivat wurde nach der 
| Vorsehrift von Korczyrski und 
"2400 2800 3200 300 4000 #00 Marchlewski dargestellt. Schmelz- 
A—> punkt 188°. Die urspriingliche Lé- 
Abb. 3. 
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NZo! sung wurde durch Lésung von 0,001 Mol in 5 ecem Chloroform und durch 
Zusatz von Alkohol aut 100 cem gebracht. 





Kor Lésung 1, Konzentration 0,00005 Mol Liter, Schichtdicke 2 em. 
kohe 

atior log « 
> cen 

edart 3.000 3,477 

4000 3,602 
ite 5 000 3,698 
site] 6 000 3,778 2785 2885 


l em, 7 000 3,845 2749 3005 

8 000 3,903 2715 

9 000 3,954 2685 
10 000 4.000 9652 
11 000 4,041 2622 
12 000 4,079 2595 
13 000 4,114 2580 
14 000 4,146 2572 
15 000 4,176 2560 


Um die Absorption im mittleren Teil der Kurve deutlicher zu 
erfassen, wurde obige Lésung in 1 cm Schicht untersucht: 











16 log « ” loge 

45 

0,1 2000 ; 18000 4,255 2630 

oe 0.2 4000 , 20000 4,302 2418 

s 03 6000 : ‘1 22000 © «4340 ~——-2830 

80 0,4 8000 7 24 000 4,380 2312 

Bt 0.5 : 26000 4,415 9285 
0,6 28 000 4,447 2260 

om 0,7 20000 4477 | 2950 

wu 08 

aren 

utzt. ; ; . p J 

dine Die mit Hilfe dieser Werte kon- 

alla struierte molare  Extinktionskurve 

ia (Abb. 4) zeigt ein Maximum bei 3070 A 

3 und ein Minimum bei 2825 A. 

iden 

dem B. Morin. 

»yben 


Zur Untersuchung diente ein altes 
Praparat unserer Sammlung, welches aus 
twa der Fabrik Joh. Rud. Geigy in Basel 

stammte. Es war gut kristallisiert und 
zeigte den Schmelzpunkt 287°C. Dieses 
wurde fiinfmal aus verdiinntem Alkohol 
umkristallisiert, wobei ein Praparat vom 
Schmelzpunkt 290° C erhalten wurde. 


dem 
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der Konzentration 0,0001 — und Abb. 4. 


Es wurden zwei Lésungen von 
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0,00005 Mol, erstere in lem Schicht, die zweite in 2 cm Schicht 
untersucht. Erhalten wurde im Mittel: 





log é 


1 000 3,000 4698 
2 000 3,301 4533 
3000 3,477 4445 
4000 3,602 4355 
5 000 3,698 4390 
6 000 3,778 2980 4225 
7000 3.845 2903 4163 
8 000 3,903 2822 4123 
9 000 3,954 2789 4080 
10 000 4,000 , 2437 3862773 3990 
11 000 4,041 ; 2475 2756 3935 
12 000 4,079 2490 2735 3890 
13.090 4,114 2508 2712 3832 
14.000 4,146 2525 2695 
15 000 4,176 2556 2678 
16 000 4.204 2590 2662 


Obige Werte ergeben die Extinktionskurve der Abb. 5. Sie zeigt 
zwei Maxima bei 2630 und 3715 A und zwei Minima bei 2387 und 3135 A 
Wie ersichtlich, sind die Absorptionen, die durch Datiscetin und Morin 
verursacht werden, sehr ahnlich. 

Die Ubersicht wird durch Abb.6 48 
erleichtert, welche samtliche Kur- 
ven nebeneinander enthalt. 46 





1 Datiscetin 
2——— /etraacety!-Datiscetin 
Tetrabenzoy!-Datiscetir 
4—-— /efrabenzolsuloho- 
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Abb. 5. Abb. 6. 





Kenntnis des Datiscetins, Morins und Quercetins. 267 


hicht C. Quercetin. 


Quercetin wurde durch Spaltung des Rhamnosids, Quercitrin, welches 
vor Jahren von Aahlbaum bezogen wurde, gewonnen. Es wurde zuniichst 
ius Eisessig und dann dreimal aus verdiinntem Alkohol umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 315°C, 


Zwei alkoholische Losungen wurden optisch untersucht: Lésung 1, 
0,0001 Mol Liter, Schichtdicke 0,5 em, Lésung 2, 0,00005 Mol Liter, 
Schichtdicke lem. Die erhaltenen Werte stimmten sehr gut iiberein, 
das Mittel ergab: 





log é 


6 000 3,778 4125 

0,4 8 000 3,905 2915 38155 4060 

0,5 10 000 4.000 2800 3300 4025 

0.6 12.009 4.079 2419 2745 3395 4010 

0.7 14 000 4,146 2445 2715 3445 3980 

0,8 16 000 4.204 2471 2680 3480 3955 

; 0,9 18 000 4,255 2490 2642 3515 3940 

ae 1,0 20 000 4,301 2515 2610 3550 3915 
o 2 


t,1 22 000 4,342 3600 3885 
1,2 24 000 4,380 3652 3845 
1,3 26 000 4,415 
1,4 28 000 4.447 


lorin 


Die molare Extinktionskurve (Abb.7) zeigt zwei Maxima bei 
255 und 3755 A und zwei Minima bei 2362 und 2940 A, 
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Abb. 7. 
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Zusammenfassung 


Datiscetin und Morin zeigen sehr ahnliche Absorptionsspektre: 
welche aus zwei Banden bestehen, deren Maxima sehr nah zusamme 


liegen. Auch die Extirktionswerte sind sehr ahniich: 


Datiscetin: 1. Maximum 2640 A, log « 4,265 
2. “ SI50 A, ,, ¢ 4,005 
Morin: Me ; 20304, ,, ¢ 4,230 
2. i S715 A, ,, © = 4,165 
Quercetin: 1. - 2555 A, .,, ¢ 4,337 
2. - S755 A, 5, ¢ 4,425 
Das Quercetinspektrum weicht von dem der erstgenannten Farbstoft 
insofern ab, als die langwelligere Bande hier eine gréBere Extinktion 
hat als die kurzwelligere, wahrend beim Datiscetin und Morin die Ve 
haltnisse umgekehrt liegen. Sonst sind die Spektren sehr ahnlich, was 
auf den gemeinsamen Flavonolkern zuriickzufiihren ist. 

Weitere Untersuchungen sollen das optische Verhalten des Flavons 
und Flavonols aufklaren. Voraussichtlich wird ihnen grundsatzlich 
dasselbe Spektrum eigen sein, wofiir bereits die Beobachtung spricht, 
daB Apigenin, ein Flavonderivat, ahnliche Absorptionen wie die oben 
genannten Farbstoffe aufweist, nimlich zwei Maxima bei 2665 und 
3390 A. Es scheint hiernach, daB die Abwesenheit der Hydroxylgruppe 
im Pyronring die Verschiebung der Absorption nach dem kurzwelligeren 
Teil des Spektrums zur Folge hat. 
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Uber ein Mikrotonometer. 
Von 
M.N. J. Dirken und J. K. Kraan. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(Eingegangen am 18. Februar 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei einer Untersuchung (1) zur Auffindung eines funktionellen 
.Lungentestes“ wurde zur Vervollstandigung der Mikroblutgasanalyse 
nach Mook (2), (3) eine einfache Methode ausgearbeitet, um die sehr 
kleinen Blutmengen, welche fiir die Analyse ausreichen, mit verschiedenen 
Gasgemischen sattigen zu kénnen. Da der groBe Vorteil der durch Mook 
angegebenen Methode in der Tatsache liegt, daB ein einziger Tropfen 
Blut aus der Fingerkuppe geniigt (so da auch beim Menschen Serien- 
bestimmungen méglich sind), war es wiinschenswert, auch die Sattigung 
mit verschiedenen Gasgemischen in vitro mit kleinen Blutmengen 
vorzunehmen. Dadurch lieBe sich z. B. aus einigen Bluttropfen eine 
ganze Dissoziationskurve zusammenstellen, die man bequem der Finger- 
kuppe oder dem Ohr entnehmen kann. 

Beim Bau eines Tonometers mu man darauf achten, dab das Gas- 
volumen im Verhaltnis zur vorhandenen Blutmenge groB ist, da sonst 
die Gasaufnahme, bzw. Gasabgabe, durch das Blut die Zusammensetzung 
des urspriinglichen Gemisches zu stark verandert. Das Gasvolumen 
darf jedoch nicht zu gro sein, um nicht eine Eindickung des Blutes 
durch Wasserabgabe zu verursachen, und schlieBlich muB auf die eine 
oder andere Weise dafiir gesorgt werden, daB die Kontaktflache zwischen 
Gas und Flissigkeit so groB ist, daB sich innerhalb nicht allzu langer 
Zeit ein Gleichgewicht herstellen kann. 

Ausgehend von der Tatsache, daB 200 cmm nach Mook fii eine 
Doppelbestimmung reichlich geniigen, nahmen wir an, daB ein Gas- 
inhalt von + 
spater durch die Ergebnisse zahlreicher Bestimmungen bestatigt wurde. 


6cem den beiden genannten Bedingungen entspricht, was 


Um eine geniigend groBe Kontaktfliche zwischen dem Gasgemenge und 
dem Blut zu bekommen, ist es beim Sattigen von gréBeren Blutmengen 
nétig, das Tonometer fortwahrend in Bewegung zu halten. Bei den von 
uns verarbeiteten sehr kleinen Blutmengen schien es jedoch auszureichen, 
das Blut auf den Boden des mit dem Gasgemisch gefillten Tonometers 


zu bringen, worauf nach ungefahr 3/, bis 1 Stunde nur durch Diffusion 
sich ein vollkommenes Gasgleichgewicht bildete. 


Das von uns benutzte, auf Avbildung | wiedergegebene Mikro- 
tonometer besteht aus einer kleinen glisernen Kugel @ von ungefahr 
6eem Inhalt, die durch ein Stiickchen dickwandigen Gummischlauch 
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mit einem kapillaren Dreiweghahn in der Art verbunden ist, daB Glas a: 
Glas anschlieBt. Mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe wird die Kugel evakuie: 
und danach der Hahn geschlossen. An den Schenkel 6 des Hahns wird jetz: 
ein Sack mit dem gewiinschten Gasgemisch angeschlossen und werde 
lings b und e die Leitungen durchspiilt, worauf durch Drehen des Hahn 
die Verbindung mit der Gaskugel a hergestellt wird. Ist diese gefiillt, wird 
der Hahn wieder geschlossen und das Tonometer in ein Wasserbad vo: 
37°C gehangt, und zwar so, dafi b aus dem Wasser herausragt. Die 200 emm 
Blut werden mit einer Pipette, die mit einer langen bis auf den Boden de: 
Glaskugel reichenden Injektionsnadel versehen ist, eingefiihrt. Nach ds 
Filllung bleibt der Hahn nach auBen geéffnet und ein in der Kapillar 
zuriickgelassener Tropfen Blut sorgt fiir einen beweglichen VerschluB, 
da der Druck im Tonometer stets dem atmospharischen Druck gleich ist 
Nach ungefihr 1 Stunde wird mit Hilfe derselben 
Pipette mit langer Nadel das Blut kurz auf- und 
niedergesaugt, um die inzwischen zum Teil sedi 
mentierten Blutkérperchen wieder zu mischen. 
Darauf wird das Blut in die Analysenkapillaren des 
Mookschen Apparates und die GefaiBe des Autenrieth 
schen Kolorimeters zur Bestimmung des Hamo 
globingehalts mit dem Newcomber Standard ge 
bracht. ~ 

Zur Kontrolle wurde der Sauerstoffsattigungs 
grad nach der oben beschriebenen Methode gemessen 
(die Ergebnisse sind teilweise in Tabelle I wiede: 
gegeben) und mit demjenigen einer gréBeren Menge 
(einige cem) ,desselben frischen Kaninchenblutes 
verglichen. Letzteres war mit demselben Gasgemisch 
gesattigt worden, entweder in einem Gummisack 
von ungefaihr 350 cem Inhalt oder in einem Barcrojft 
Tonometer, welche beide im Wasserbad in standiger Bewegung gehalten 
wurden. Der Sattigungsgrad ist in Prozenten der vollkommenen Sattigung 
wiedergegeben, berechnet aus den Himoglobinwerten unter Voraussetzung 
einer Sauerstoffkapazitit von 1,33cem je 1g Hb. 


Abb. 1. 


_ Die Tabelle I zeigt die vollkommen gleichwertige Sattigung, die 
mit der Mikro- und mit den beiden Makromethoden erreicht wird, und 
bestatigt die Zuverlissigkeit der von uns angegebenen Arbeitsweise 
zur Sattigung kleiner Blutmengen. Dabei weisen die noch besonders 
mitgeteilten Hamoglobinwerte darauf hin, daB eine Verdickung des 
Blutes in keiner Weise eintritt. 


Tabelle I. 
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Uber ein Mikrotonometer. 


Tabelle I (Fortsetzung). 





Gasgemisch 
- ——— Sattigungsverfahren 
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Sattigungsgrad Hb. pro 100 ecm 
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Zusammenfassung. 

Beschrieben wird eine Mikromethode, durch welche es méglich ist, 
eine sehr kleine Menge Blut (200cmm) mit einem Gasgemisch ins Gleich- 
gewicht zu bringen. Kontrollbestimmungen zeigen, da} diese Sattigungs- 
weise den gew6hnlichen Makromethoden nicht unterlegen ist, waihrend 
das Fehlen einer Schiitteleinrichtung die beschriebene Arbeitsweise 
sehr einfach und dadurch vor allem fiir Serienuntersuchungen geeignet 
macht. 

Literatur. 

1) M.N.J. Dirken u. J. K. Kraan. Klin. Wochenschr. (im Druck). 

2) H. W. Mook, diese Zeitschr. 223, 152, 1930. 3) Derselbe, ebenda 242, 338, 
1931. 








Betrachtungen zu Hilmar Wilmanns’ Arbeit: 
»Zur Methodik der Mikrojodbestimmungin biologischem Material. 
Von 


Helmut Doering. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1957). 


Die oben genannte Arbeit von Wilmanns (1) brachte die Mitteilung, 
daB nunmehr auch von der Medizinischen Universitéts-Klinik Kiel die bisher 
von ihr bestrittene Richtigkeit der niederen Blutjodwerte anerkannt wird 
Der normale physiologische Blutjodspiegel, der nach den bisherigen Arbeiten 
von Léhr und seinem Mitarbeiter (2) zwischen 20 und 30 7-°, liegen sollte, 
betragt nun auch nach ihren letzten Erfahrungen, wie uns Wilmanns mitteilt, 
7 bis 15 y-°4. Damit befinden sich die Autoren in guter Ubereinstimmuny 
mit den Werten, die von Fellenberg (3), Sturm (4), Schittenhelm (5), Lei- 
pert (6), mir selbst (7) und vielen anderen erhalten worden sind. 

Da Léhr und sein Mitarbeiter ihre Arbeit zum AnlaB8B einer Kritik nehmen, 
nach der meine neue Methode zur: Bestimmung von Jod im Blute (7) und 
ebenso meine Arbeit ,,Die Blutjodwerte™, Teil I, unbrauchbar waren und 
daher nicht als Widerlegung ihrer alteren Analysen gewertet werden kénnten, 
sehe ich mich zur Richtigstellung gezwungen. 

Zur Kritik an meiner neuen Jodbestimmung im Blute (7) méchte ich 
bemerken: Wenn Lohr und sein Mitarbeiter mit ihrer Behauptung recht 
hatten, daB man 0,35 und 0,4 7 Jod nicht mehr bestimmen kann, ,,da diese 
Analysen bereits in der Fehlergrenze der Titrationsmethode liegen‘*, dann 
waren nicht nur meine, sondern auch der gréBte Teil aller von den meisten 
anderen Autoren ver6ffentlichten Blutjodbestimmungen unbrauchbar, 
gleichgiiltig ob sie in 5 oder 10 cem Blut! ausgefiihrt worden sind. Bei den 
angefiihrten Jodwerten von 7 und 8 y-°,, Jod — das ist die untere Grenze 
der Blutjodwerte —- bestimmt man, wenn man 10 ccm Blut verascht, 0,7 
und 0,8 y Jod. Wenn 0,4 y Jod schon ,,in der Eehlergrenze der Titrations- 
methode liegen*’ (Wilmanns, a. a. O., 8. 43), dann werden diese Analysen 
ganz unbrauchbar. Selbst bei der Bestimmung von | y Jod fallen noch 40°, 
in den Fehlerbereich der Titration. 

Lohr und sein Mitarbeiter haben fiir ihre Behauptung, daB 0,4 y Jod 
bereits innerhalb der Fehlergrenze der Titrationsmethode liegen, keine Be- 
griindung gegeben; doch habe ich sie nachtraglich durch eine briefliche 
Mitteilung von Wilmanns erfahren. Er schreibt mir: ,,Um den Umschlag 
bei der Titration deutlich zu erkennen, sind nach Kontrollversuchen, die 
wir angestellt haben, mindestens 0,005 ccm Thiosulfatlésung notwendig, 
die 0,2 y Jod entsprechen.** Wenn nun diese nunmehr abgeschwachte Be- 
hauptung — es sollen ja jetzt nicht mehr 0,4, sondern die Halfte davon, 
0,2 » Jod innerhalb der Fehlergrenze der Titration zu liegen kommen - 
richtig ware, dann wire auch jetzt noch eine Titration mit n/1000 Thio- 
sulfatlésung aus einem in '/,999 cem eingeteilten MeSinstrument sinnlos. 


1 Mit 20ccm Blut sind nur relativ ganz wenig Analysen ausgefiihrt 
worden. 
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Braucht man, um den Umschlag bei der Titration deutlich zu erkennen. 
smindestens** 0,005 c¢em n/500 0.0L cem n 1000) Thiosulfatlésung, so 
geniigt eine gew6hnliche Mikrobiirette, die in 0,01 cem eingeteilt ist, voll- 
kommen. Ein jeder, der Blutjodbestimmungen richtig ausgefiihrt, also 
zum SchluB mit sauberen, d.h. auch von Spuren organischer Verunreini 
gungen vdllig freien Lésungen gearbeitet hat, titriert auf ' , 99, cem genau. 
Um den Umschlag am Ende der Titration bei Zugabe des letzten ! 999 ¢em 
der annihernd n 500 Thiosulfatlésung! noch erkennen zu kénnen, geht man 
so vor, daB man das Kélbchen gegen einen weiBen Hintergrund halt. Da 
sich 0,35 und 0,4 7 Jed noch bestimmen lassen, kann man praktisch auf 
eine sehr einfache Weise dadurch zeigen, dafi man Analysen mit diesen 
Jodmengen in einigen ccm reinen Wassers in der bekannten Weise ausfiilrt. 
Der Fehler betrigt bei diesen Bestimmungen nie mehr als !) ,o99 cem der 
Thiosulfatlésung. 


Da Wilmanns die Brauchbarkeit meiner Methode auch noch wegen 
der ,,grobmechanischen Aufarbeitung’’ in Zweifel zieht: .,.Denn nach 
Doering miissen 0,4 7 Jod 0,4 Millionstel Gramm Jod als AgJ ausgefallt, 
dekantiert, filtriert, ausgewaschen und weiter umgesetzt werden !** , So 
moéchte ich bemerken, daB es meinen Kritikern offenbar entgangen ist. 
daB ich mit einer Niederschlagsmenge von ungefaihr 70mg AgCl arbeite, 
in der das gesamte Blutjod als AgJ fein verteilt enthalten ist. Geht bei der 
Aufarbeitung von diesem Niederschlag die relativ zu 0,4 7 Jod auBerordent- 
lich groBe Substanzmenge von | mg 1000 » verloren, so wirkt sich das 
in bezug auf das Jod mit einem Verlust von nur 0,006 y aus! 


Zur Kritik an meiner Arbeit ,,Die Blutjodwerte* (Teil Il, 5) méchte 
ich bemerken: Ich habe mit der Pfetfferschen Methode Analysen mit 5 


und als Kontrollbestimmungen auch solehe mit 10cem Blut ausgefiihrt 
und habe dabei nicht ,,niedrige und nicht tibereinstimmende™*, sondern die 
richtigen niedrigen Jodwerte, und zwar in guter Ubereinstimmung gefunden. 
Die hohen ,,Blutjodwerte™ sind beim Pfei/ferschen Verfahren — und daraut 
habe ich auch in meiner Arbeit ausdriicklich hingewiesen - sowohl mit 
als auch ohne Zusatzverbrennung erhalten worden. Die Fehlerquelle muBte 
also unabhangig von dieser Zusatzverbrennung sein, somit war es, wenn 
man die Ursache, die zu den Fehlanalysen gefiihrt hatte, feststellen wollte, 
gleichgiiltig, ob man die Pfei/fersche Methode in einer neueren oder alteren 
Form anwandte. Bei der Zerst6rung der Fettsaéuren durch eine offene Ver- 
aschung in einer Nickelschale —- ganz ohne offene Veraschung kommt man 
bei der Pfeifferschen Methode in keinem Falle aus habe ich keme ,,un 
kontrollierbaren Jodverluste’’ gehabt. Ich habe Blut mit Jodzusatzen 
verascht, habe also in die Vorlage nicht nur das aus dem Blute, sondern auch 
das aus den Zusatzen stammende Jod bekommen. Wenn bei der weiteren 
Aufarbeitung Jodverluste auftreten, so muBten sie sich bei diesen Analysen 
bemerkbar machen. Alle meine Jodzusiatze der gréBere Teil derselben 
war mir unbekannt — habe ich innerhalb der durch die Methodik bedingten 
Fehlergrenze —— wiedergefunden. (Siehe meine Arbeit V, Tabelle II.) Wenn 
ich in der Zusammenfassung meiner Arbeit sage: ,,Die mit der Fellenberg- 
schen Methcde gewonnenen niedrigen Blutjodwerte sind richtig, da sie 
auch mit der Schwaibold-Reithschen und der Pfeifferschen Methode bei 


1 Der Titer der Thiosulfatlésung ist nie genau n/500 und mu mit emer 
bekannten Jodmenge ahnlicher Gré8eno1dnung bestimmt werden. 
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richtiger Handhabung derselhen erhalten werden’, so geht doch aus dem 
Vorhergehenden unmifverstandlich hervor, daB mit der richtigen Hand- 
habung der beiden Methoden die Beseitigung der letzten Spuren organischer 
Substanzen im eingedampften alkoholischen Extrakt gemeint ist. 

Eine Bestitigung dessen, da hierin tatsachlich die Ursache der von 
Lohr und seinem Mitarbeiter friiher viel zu hoch gefundenen Blutjodwerte 
liegt, gibt Wilmanns jetzt nachtraglich im Falle! der Methode Pfeiffer (10): 
Er beseitigt ja die letzten Spuren organischer Substanzen im eingedampften 
alkoholischen Extrakt, wenn auch methcdisch anders als ich, néamlich 
dadurch, daB er ihn mit Chromschwefelséiure nach Leipert nochmals ver 
ascht. Nunmehr findet er, ganz wie ich das angegeben habe, in der von den 
letzten Spuren organischer Verunreinigung befreiten, v6éllig sauberen 
Lésung, die niedrigen Werte, wie man sie nach den Methoden von Fellen- 
berg, Leipert und auch nach meinem eigenen Verfahren erhalt. Auf die Frage 
,,Wodurch werden die hohen Jodwerte beim Pfeifferschen Aufschlufs 
hervorgerufen ?‘* hatte ich also schon die Antwort gefunden und gegeben, 
was Wilmanns entgangen zu sein scheint. 

DaB Lohr und sein Mitarbeiter ihre friihere Behauptung, es ,,gehen 
nicht nur... bei der offenen Veraschung, sondern auch bei der spiteren 
Oxydation durch Bromwasser ganz unkontrollierbare Jodmengen verloren", 
nicht mehr aufrechterhalten — sie verwenden jetzt ebenfalls dieses Oxy- 
dationsmittel —, bringt auch die in dieser Hinsicht erwiinschte Uberein- 
stimmung. 

AbschlieBend mébchte ich noch bemerken, daB wohl auch die iibrigen 
Autoren, die bisher glaubten, an den hohen Blutjodwerten festhalten zu 
miissen, bei genauer Uberpriifung der Reinheit ihrer Lésungen zu denselben 
Resultaten kommen werden wie Widmann, Léhr und Wilmanns, so daB 
dann eine vollig einheitliche Auffassung iiber die Héhe der Blutjodwerte 
erreicht sein wird. 

Literatur. 

1) Wilmanns, diese Zeitschr. 289, 41, 1936. — 2) Léhr, Arch. f. exp. 
Path. u. Pharm. 180, 323, 344, 1936; 182, 132, 1936. — 3) Fellenberg, diese 
Zeitschr. 189, 371, 1923; 224, 170, 1930. — 4) Sturm, ebenda 280, 396, 
1935. — 5) Schittenhelm-Eisler, Z. f. d. ges. exper. Med. 86, 309, 1933. - 
6) Leipert, ebenda 261, 437, 1933; 270, 448, 1934. — 7) Doering, Klin. 
Wochenschr. 1936, 1010; diese Zeitschr. 280, 442, 1935. — 8) Schwaibold, 
ebenda 240, 441, 1931. — 9) Reith, ebenda 216, 249, 1929; 224, 240, 1930. - 
10) Pfeiffer, ebenda 256, 214, 1932. — 11) Widmann, ebenda 254, 223, 1932. 


1 Im Falle der Methode Schwaibold (8)-Reith (9) ist eine miindliche 
Bestatigung von Widmann selbst erfolgt. Ich konnte ihm die Methode 
in unserem Laboratorium praktisch vorfiihren, und er hat mir in einer Aus- 
sprache mitgeteilt, daB er sich iiber die Reinheit seiner Lésungen, namlich 
die in Wasser aufgenommenen eingedampften alkoholischen Extrakte, 
getauscht hatte. 
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Antwort zur Kritik von Doering. 
Von 
Hanns Lohr und Hilmar Wilmanns. 


(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kiel.) 


(Eingegangen am 3. Mdrz 1937.) 


Die Betrachtungen Doerings zu der obengenannten Arbeit von H. Wil- 
manns veranlassen uns zu folgenden Feststellungen. 

1. Wir stehen allerdings auf dem Standpunkt, daB der mittlere Fehler 
einer Mikrojodanalyse nach den bisher bekannten Methoden bis 0,2 y Jod 
betragen kann. Aber nicht darum — wie Doering offenbar annimmt - 
weil entsprechend kleinere Volumen Thiosulfatlésung nicht mehr abgelesen 
oder nicht mehr dosiert zugegeben werden kénnen, sondern weil die Blau- 
farbung der Jodstirkereaktion bei Mengen von unter 0,2 7 Jod so sechwach 
ist, daB auch bei bester Beleuchtung und weiem Hintergrund subjektive 
Tauschungen mdéglich sind. 

Auch Schittenhelm (1) schreibt iiber die Titration nach dem von ihm 
geiibten Fellenbergschen AufschluB: ,,In vielen Fallen lassen sich... nur 
Spuren von Jod... nachweisen, wobei wir unter Spuren Jodmengen ver- 
stehen, die bei der Titration mit n/1000 Natriumsulfatlésung weniger ver- 
brauchen als 0,015 cem (= 0,3 y Jod!). Nach unserem Ermessen, das wir 
durch zahlreiche Analysenergebnisse belegen kénnen, verliert die Methode 
nach Fellenberg ihre Verwendbarkeit, wenn wir geringere Mengen zu 
bestimmen versuchen, als sich mit 0,015 cem n/1000 Natriumthiosulfatlésung 
titrieren lassen. Die Fehlerbreite ist hier so groB, daB wir die erhaltenen 
Ergebnisse nicht auszuwerten vermégen™. In ahnlicher Weise schreibt 
Sturm (2), ,,...daB noch bis 0,2 y eine Jodtitration ausgefiihrt werden kann“. 
Auf Grund einer miindlichen Aussprache konnten wir feststellen, daB Pfeiffer 
den gleichen Standpunkt in der Kritik des Titrationsfehlers einnimmt. 

Somit stehen nicht nur wir, sondern fast alle Jodanalytiker, die lingere 
Zeit selbst Mikrojodanalysen ausgefiihrt haben, auf dem Standpunkt, da’ 
die Genauigkeit der Jodtitration mit Thiosulfatlésung bei 0,2 y ihre Grenze 
erreicht. Die Titration ist dann allerdings mit einem MeBinstrument, das 
auf '/,999 ccm eingeteilt ist, wesentlich bequemer als mit einer Biirette, die 
nur auf '/,9)cem graduiert eingestellt ist. 

Der mittlere Fehler von 0,2 7 Jod betragt bei den von Doering ver- 
6ffentlichten Analysen (5 cem Blut), die 0,4 7 Jod enthalten, 50°,, so daB 
diese Analysen mit Recht abzulehnen sind. In 10 cem desselben Blutes, 
= 0,8 y Jod in einer Analyse, betrigt der mittlere Fehler nur 25°,. Bei 
gréBerem Jodwert, bzw. bei gréBeren Blutmengen verringert sich der pro- 
zentuale Fehler entsprechend. Die Genauigkeit einer Analyse ist umso 
groBer, je gréBer der vorgelegte Jodgehalt ist. Wir halten daher 10 ccm Blut 
als Ausgangsmaterial fiir unbedingt erforderlich. 

2. Wenn es auch vielleicht méglich ist, daB Doering bei der Aufarbeitung 
keine ins Gewicht fallenden Jodverluste hat, da er in einer Niederschlags- 
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menge von etwa 70 mg AgCl arbeitet, so bleibt doch der Einwand gegen dik 
Umstandlichkeit des Aufschlusses im Bombenrohr bestehen. Die Not 
wendigkeit eines solehen Verfahrens, das auBerdem in der Ausgangs 
menge begrenzt ist, ist nicht einzusehen, da die einfach zu handhabencd 
Leipertsche Methode nach unserer Modifikation bequem zum Ziel fiihrt 
und daher als klinische Methode durchaus geeignet erscheint. 

3. Die Ablehnung der Doeringschen Beweisfiihrung gegen Pfeiffer 
erfolgte, weil Doering an die Verbrennung im geschlossenen System nach: 
Pfeiffer die offene Veraschung Fellenbergs anschlieBt. Es ist ein wesentliche: 
Unterschied, ob Pfeiffer die letzten Spuren organischer Reste iiber eine: 
Sparflamme beseitigt, oder ob Doering die alkalischen Vorlagen in eine: 
Nickelschale eindampft und bis zu beginnender Rotglut iiber freier Flammme 
erhitzt. Es soll nicht bestritten werden, daB die offene Veraschung nach 
der Methode Fellenberg in der Hand eines geiibten und zuverlassigen Ana 
lytikers unter der Voraussetzung, daB leicht zu veraschendes Material vor- 
liegt, wohl zu richtigen Ergebnissen fiihren kann. Niemals aber ist die 
Sicherheit gegeben fiir ein einwandfreies Arbeiten, wie es bei einem Ver- 
fahren im geschlossenen System mdéglich ist. Auch Sturm schreibt brieflich 
in letzter Zeit: ,,Leider erfordert die Fellenberg-Methode sehr viel Zeit und 
besonders groBe Routine, so dap sie sich niemals als klinische Methode ein- 
htirgern wird‘. Auf Grund unserer Bedenken gegen die Fellenbergsche 
Methode konnte uns die Doeringsche Ver6ffentlichung keine Antwort sein 
auf die Frage: ,,Wodurch werden die hohen Jodwerte beim Pfei/ferschen 
AufschluB hervorgerufen 7‘ 

4. Zur Frage der Bromwasser-Oxydation ist festzustellen, daB wir beim 
Pfeifferschen Verfahren Bromwasser nicht verwenden durften, da die 
Analysenfliissigkeit vor der Titration durch Kohlepartikel, Nitritspuren 
usw. verunreinigt sein konnte. Bei den absolut reinen Endlésungen, die 
wir nach dem Chrom-Schwefelséure-Verfahren erhalten, 1aBt sich selbst- 
verstandlich die Oxydation ebensogut mit Brom- wie mit Chlorwasser 
durchfiihren. 

Literatur. 
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Seit im Jahre 1926 J. B. Sumner kristallisierte Urease!, J. H. 
Northrop 1930 kristallisiertes Pepsin? und 1982 kristallisiertes Trypsin ® 
darstellten, die alle die Zusammensetzung von Eiweifkérpern aufwiesen, 
ist die Frage noch nicht zur Entscheidung gelangt, ob die isolierten 
Kristalle wirklich die aktiven Enzyme sind, oder ob nicht vielmehr die 
kristallisierten Proteine die Trager der aktiven Gruppen der Enzyme 
seien. Die Auffassung Northrops, daB hier die einheitlichen und aus einem 
einzigen chemischen Individuum bestehenden Enzyme vorliegen, stiitzt 
sich vor allem auf den Nachweis, daB alle Veranderungen, die die Eiweil- 
natur der kristallisierten Substanzen betreffen, gleichzeitig und in dem- 
selben Umfang auch die enzymatische Wirksamkeit herabsetzen. Ihr 
steht die Ansicht Willstatters und seiner Schule gegeniiber, daB die En- 
zyme aus der Vereinigung einer aktiven Gruppe und eines kolloiden 
Tragers zum wirksamen Symplex bestehen. Gegen die Einheitlichkeit 
des kristallisierten Pepsins spricht vor allem die Tatsache, da dieses 
Enzym als erstes frei von begleitendem Eiweif dargestellt worden ist. 
Das eiweiBfreie Pepsin von £.v. Briicke*, dessen Darstellung spiter 
C. Sundberg® und P. Schrumpf® noch auf etwas anderen Wegen 
gelang, scheint die Existenz eines kristallisierten Proteins Pepsin aus- 
zuschlieBen. R. Willstdtter und M. Rohdewald’ wiederholten die Dar- 
stellung von eiweiBfreiem Pepsin nach dem Verfahren von C. Sundberg. 
Sie bestatigten die Abwesenheit von EiweiB, aber die proteolytische 
Wirksamkeit der eiweiBfreien Lésungen war gering. Immerhin ging 
,,um Laufe der Reinigung der Quotient vom EiweiBgehalt zum Wirkungs- 
vermégen des Pepsins bedeutend zuriick’*. Es ist die Méglichkeit er- 
értert worden, daB die ,,eiweiBfreien‘‘ Praparate eine auBerordentlich 


1 J.B. Sumner, J. of biol. Chem. 69, 435, 1926. 2 J. H. Northrop, 
J. of gen. Physiol. 13, 739, 1930. — °J.H. Northrop u. M. Kunitz, ebenda 
16, 267, 1932. — 4 #.v. Briicke, Vorles. ii. Physiol. 2. Aufl., 1, 299, 1875. 
5 C. Sundberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 319, 1885. 6 P. Schrumpj, 
Hofmeisters Beitr. 6, 396, 1905. — 7 R. Willstdtter u. M. Rohdewald, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 258, 1932. 
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grobe Wirksamkeit besitzen, so daB~ die Empfindlichkeit de: 
EKiweiBreaktionen zum Nachweis der KiweiBnatur des Pepsins nicht 
mehr ausreichen wiirde. Wallstdtter und Rohdewald halten es da 
gegen ,,fiir wahrscheinlich, daB Briicke und Sundberg Pepsin von ahn 
lichem Wirkungsvermégen, wie es Northrops kristallisiertem Pepsin 
eigen ist, in Handen hatten. Dann war es entweder eiweibfreies 
oder eiweiBarmes Pepsin’. Der Gegensatz zwischen Briickes und 
Northrops Befunden 1laBt sich also durch die Annahme der ver 
schiedenen Wirksamkeit nicht tiberwinden. 

Fir die Entscheidung dieser Fragen ist es eine gewisse Schwierigkeit 
daB es eine einwandfreie Bestimmung fiir Pepsin aus verschiedenem 
Ausgangsmaterial nicht gibt. Northrop geht aus von dem sehr wirksamen 
Handelspraparat Pepsin 1: 10000 von Parke und Davis (in einigen 
Versuchen auch von Magenschleimhaut), Briicke und Sundberg von 
Kalbermagenschleimhaut, Schrumpf von Magensaft. Wir hielten es 
daher fiir zweckmaBig, eiweiBreiche und eiweibarme Pepsinpraparate 
aus einem und demselben Ausgangsmaterial (Pepsin von Parke und 
Davis) nebeneinander darzustellen und die Praparate der verschiedenen 
Reinigungsprozesse direkt miteinander zu vergleichen. Zur Darstellung 
des eiweiBfreien Pepsins eignete sich am besten das Verfahren nach 


E. v. Briicke. In einem Versuche iiberzeugten wir uns, da auch das 
Verfahren von C. Sundberg mit Handelspepsin als Ausgangsmateria! 


durchgefiihrt werden kana. 


Die Darstellung des kristallisierten Pepsins verlief genau nach den 
Angaben von J.H, Northrop. Allerdings war die Ausbeute von kristalli- 
sierter Substanz ungleich. Aus 200 g Pepsin von Parke und Davis erhielten 
wir z. B. ungefahr 13 g Kristalle, bei anderen Darstellungen etwas weniger. 
Da nach Northrop die Kristalle fiinf- bis seehsmal wirksamer als das Aus- 
gangsmaterial sind, wiirde unsere beste Ausbeute an wirksamem Pepsin 
30 bis 40°,, betragen haben. ’ 

EB. v. Brticke beginnt die Darstellung des Pepsins mit der Selbstver- 
dauung von frischer Magenschleimhaut in Gegenwart von phosphorsaure- 
haltigem Wasser. Die erste der so gewonnenen Pepsinlésungen wird ver- 
worfen und erst eine zweite (oder dritte) Extraktion aufgearbeitet. Dazu 
erfolgt eine Adsorption des Pepsins an phosphorsauren Kalk durch Zusatz 
von Kalkwasser zu der phosphorsauren Lésung. In unseren Versuchen 
unterblieb die Selbstverdauung, nachdem sich gezeigt hatte, daB sie das 
Ergebnis nicht beeinfluBt. Wir lésen das Handelspepsin in sehr verdiinnter 
Phosphorséure und folgen vom Zusatz des Kalkwassers an genau der Vor- 
schrift von Brticke. Die proteolytische Wirksamkeit des in verdiinnter 
Salzsiure aufgelésten Adsorbates betragt noch ungefaihr 5°, derjenigen 
der Ausgangslésung. Hieraus wird das Pepsin an Cholesterin gebunden und 
durch Entfernen des Cholesterins mit Ather wieder in Lésung gebracht. 
Dabei gehen 80°, der Wirksamkeit verloren, aber zugleich etwas mehr als 
90 %, der Trockensubstanz, so daB das Pepsin nach der Cholesterinadsorption 
ungefahr zweimal reiner ist als in der Auflésung des Niederschlags mit 
phosphorsaurem Kalk. Von der urspriinglichen Wirksamkeit ist also nur 
noch ungefahr 1°, erhalten. 
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Aus einer eingehenden Untersuchung von L. Utkin! iiber die Adsorption 
les Pepsins an Tricalcitumphosphat geht hervor, da durch Anwendung 
vréBerer Adsorbensmengen das gesamte Pepsin adsorbiert werden kann. 
Ks ware daher vielleicht méglich, die Ausbeute an Brticke-Pepsin noch zu 
steigern. Wir haben derartige Versuche bisher unterlassen, da es uns vor 
allem auf eine méglichst einwandfreie Darstellung von Briicke-Pepsin ankam. 

Wir vergleichen nun die nach Northrop dargestellten Kristalle 
mit den beiden Stufen der Reinigung nach Briicke in bezug auf das 
Verhaltnis der Wirksamkeit zum Stickstoffgehalt, in bezug auf die 
KiweiBreaktionen, insbesondere die Millon-Reaktion und die Voisinet- 
Fiirthsche Tryptophanreaktion, und in bezug auf den Spaltungsverlauf 
von Casein. Aus den spater geschilderten Ergebnissen iiber den Spal- 
tungsverlauf von Casein geht hervor, daB bei gleichem Stickstoffgehalt 
die Wirksamkeit aller drei Praparate sich in derselben GréBenordnung 
bewegt. Wir beziehen uns daher fiir den Vergleich der von ihnen ge- 
gebenen EiweiBreaktionen direkt auf den mit gleichen Stickstoffmengen 
erhaltenen Reaktionsausfall. 

Nach den Angaben von Northrop enthalt das kristallisierte Pepsin 
15,5°%, Stickstoff. Es gibt samtliche typischen Eiweibreaktionen. 
Calvery, Herriott und Northrop® bestimmten nach Hydrolyse den Gehalt 
des Pepsins an verschiedenen Aminosdéuren. Sie geben an, da 10,3 % 
des Pepsins auf Tyrosin und 2,2°%, auf Tryptophan entfallen. Den 
Tyrosingehalt messen wir mit Hilfe der Millon-Reaktion in der von 
Zuwerkalow modifizierten Ausfiihrung, die einen kolorimetrischen Ver- 
gleich gestattet. Wir finden z. B., daB 1 ccm einer Lésung von Pepsin- 
kristallen, enthaltend 0,49 mg Stickstoff, dieselbe Farbtiefe ergibt wie 
0,5 bis 0,6 mg Tyrosin. Bei der Bestimmung des Tryptophans nach der 
Voisinet-Fiirthschen Methode finden wir mit 1 ccm Pepsinlésung dieselbe 
Gelbfarbung wie mit 0,15 mg Tryptophan. Aus dem Stickstoffgehalt 
unserer nicht von Magnesiumsulfat befreiten Kristalle kénnen wir mit 
Hilfe der Elementaranalyse von Northrop berechnen, da 1 ccm 3,2 mg 
reinem kristallisierten Pepsin entspricht. Danach wiirde unser Praparat 
15,6% Tyrosin und 4,7°% Tryptophan enthalten. Allerdings wird der 
kolorimetrische Vergleich sehr dadurch beeinfluBt, daB die beiden Amino- 
sduren nebeneinander in dem Protein enthalten sind. Wir stellten fest, 
daB bei Gegenwart der 4fachen Menge Tyrosin neben dem Tryptophan 
die Voisinet-Fiirthsche Reaktion mindestens die 11'fache Farbtiefe 
ergibt, wie mit reinem Tryptophan allein. Danach wiirde unsere Be- 
stimmung nur ungefihr 3°, Tryptophan anzeigen. Geringer ist der 
tinflu8 von 1/, Tryptophan zu Tyrosin auf die Millon-Reaktion. Die 
Werte fielen aber immerhin um !/, zu hoch aus, so daB unsere Bestimmung 
auf ungefahr 13 % zu erniedrigen ist. Die verbleibende Differenz gegen 

1 Diese Zeitschr. 267, 64 1933. — ? H.O.Calvery, R.M. Herriott u. 
J.H. Northrop, J. of biol. Chem. 113, 11, 1936. 
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die Bestimmungen von Calvery, Herriott und Northrop ist vielleicht darauf 
zuriickzufiihren, daB in den Versuchen dieser Autoren bei der Hydrolys 
ein Teil des Tyrosins und des Tryptophans zerstért wurde. 


Bei der ersten Stufe unserer Reinigung nach dem Verfahren von 
BE. v. Briicke, der Fallung mit phosphorsaurem Kalk und Lésung in 


Salzsaure, laBt sich der Gehalt an Tyrosin und Tryptophan nur auf den 


Gehalt an Stickstoff berechnen, da die begleitenden Salze die Ermittluny 
des Trockengewichts der organischen Substanz verhindern. Wir finden 
auf 1 mg Stickstoff ungefahr '), des Tyrosingehalts der Northropsche 
Kristalle und #/, ihres Tryptophangehalts. Noch viel gréBer wird de: 
Unterschied bei der nachsten Reinigungsstufe, der Adsorption an 
Cholesterin. Der Salzgehalt ist durch diese Operation so sehr vermindert 
dafs wir mit einer angendherten Genauigkeit die Menge an organische! 
Substanz durch das Trockengewicht bestimmen kénnen. In 1 ccm eines 
Praparats fanden wir 0,57 mg organischer Substanz und 0,047 mg 
Stickstoff. Die Zusammensetzung ist also eine andere als die det 
Northropschen Kristalle und ahnelt mit 8.2% Stickstoff nicht mehr det 
jenigen der typischen EiweiBkérper. Die Millon-Reaktion fallt auf dieser 
Reinigungsstufe vollkommen negativ aus bei Anwendung von 0,57mg 
Pepsin. Durch Vergleich mit reinem Tyrosin itiberzeugten wir uns, dal} 
noch 0,005 mg Tyrosin eine deutliche Rosafirbung geben. Das Briicke- 
sche Pepsin enthalt also weniger als 1° Tyrosin, berechnet auf das 
Trockengewicht. Auch Tryptophan laBt sich in den Briicke-Praparaten 
nach der Cholesterinadsorption nicht mehr nachweisen. Aber hier ist 
infolge der geringeren Empfindlichkeit der Voisinet-Fiirthschen Reaktion 
nur anzugeben, daB weniger als 0,02 mg Tryptophan — die untere 
Grenze einer deutlichen Verfarbung — in 0,57 mg des Pepsins enthalten 
sind, also sicher weniger als 4%. : 


Die Empfindlichkeit der tibrigen EiweiBreaktionen ist zu gering, um 
bei den geringen Mengen des mit Cholesterin gereinigten Briicke-Pepsins, 
die uns zur Verfiigung standen, einen sicheren Schlu8 auf das Ausbleiben 
der Reaktionen zu ziehen. Wir kénnen nur angeben, daB sie mit den 
entsprechenden Mengen der Pepsinkristalle noch positiv waren, so daB sie 
also in Briicke-Pepsin wesentlich schwacher sein miissen. Die Biuret- 
reaktion ist mit 0,25 mg Pepsin-Stickstoff aus Northrop-Kristallen stark 
positiv, mit 0,01 mg Pepsin-Stickstoff immer noch deutlich. Mit 0,02 mg 
Pepsin-Stickstoff nach Cholesterinadsorption ist sie vollkommen negativ. 
Mit denselben Mengen (0,02 mg Pepsin-Stickstoff) fielen bei den Northrop- 
schen Kristallen die Reaktionen mit Sulfosalicylsiure und Ferrocyan- 
wasserstoffsaéure positiv, bei den Cholesterineluaten nach Briicke negativ 
aus. Entsprechend den Angaben von Briicke entstand nur mit Bleiacetat 
eine leichte Triibung, wahrend dieselbe Menge Northrop-Pepsin einen 
voluminésen Niederschlag gab. Briicke teilt mit, daB es durch Dialyse 
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velinge, auch diese Reaktion noch zum Verschwinden zu bringen ; ebenso 
ist sie bei dem von Sundberg dargestellten Pepsin negativ. 
Das kristallisierte Pepsin nach Northrop ist also von ganz anderer 


chemischer Zusammensetzung als die Cholesterineluate nach Briicke: 
Das kristallisierte Pepsin ist ein typisches Protein mit einem auffallend 
groBen Gehalt an Tyrosin und Tryptophan, das Cholesterineluat dagegen 
enthalt iiberhaupt kein natives EiweiB mehr, sondern wohl in der Haupt- 
sache Peptide. Diese sind arm oder sogar frei von Tyrosin und Trypto- 


phan. (Die nach Briicke durch Adsorption an Calciumphosphat dar- 
gestellten Pepsinpriparate enthalten wohl eine Mischung der in den 
Pepsinkristallen und in den Cholesterineluaten enthaltenen Verbin- 
dungen.) Der Vergieich des Spaltungsverlaufs von Casein ergibt nun, 





daB die beiden Pepsine auch, 
enzymatisch nicht identisch “” 
sind, sondern in ihrer Spezi- 
fitat und in der Abhangigkeit ae po sl Northrop-Pepsin 
der Spaltungsgeschwindig- 1anare | Bricks 
keit von der Enzymmenge 
sich deutlich unterscheiden. 
Abb. 1 zeigt den zeit- 
lichen Verlauf der Casein- 
spaltung mit verschiedenen 
Mengen von kristallisiertem 
Pepsin und von _ Briicke- 
Pepsin (berechnet auf die an- ; 24 Sta 
gewandte Stickstoffmenge). Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Casein- 


Spaltung mit Northrop- und Briicke- 
Pepsin. 
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Es ist erkennbar, da die 
Spaltung durch die Chole- 
sterinelution im Laufe der Zeit staérker abnimmt als die durch kristalli- 
siertes Pepsin. AuBerdem ist deutlich, daB die Wirksamkeit bei den 
Kristallen mit steigenden Mengen sehr viel mehr zunimmt als bei 
Briicke-Pepsin. Beim kristallisierten Pepsin bewirkt die doppelte Menge 
in der halben Zeit stets denselben Umsatz (z. B. bei Anwendung von 
0,012 und 0,024 mg Stickstoff). Beim Cholesterineluat ist dies nur mit 
ganz geringen Mengen der Fall (z. B. mit 0,0024 und 0,0048 mg Pepsin- 
Stickstoff). Geht man von gréBeren Pepsinmengen aus, z. B. von 0,048 mg 
Pepsin-Stickstoff, so erhalt man in der halben Zeit ¢ erst mit der drei- 
fachen Menge denselben Umsatz und zwar, obwohl die Spaltung sich 
noch unterhalb von derjenigen mit 0,024 mg Pepsin-Stickstoff aus 
kristallisiertem Pepsin befindet. 

Sehr viel deutlicher wird dieser Unterschied beim Vergleich der in 
1 Stunde mit verschiedenen Mengen von Pepsin-Stickstoff erreichten 
Spaltungsgrade, den Abb. 2 darstellt. Kleine Mengen von Cholesterin- 
eluaten spalten sehr viel rascher als die Pepsinkristalle. Bei Anwendung 
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von 0,012 bis 0,024 mg Pepsin-Stickstoff aus beiden Darstellungen is‘ 
der Spaltungsgrad derselbe. Bei Anwendung noch gréBerer Menge) 
spalten die Kristalle starker als die Cholesterinelutionen. Dieses Ver 
halten laBt — abgesehen von der Annahme eines Hemmungskérpers im 
Briicke-Pepsin — zwei Méglichkeiten der Erklarung zu. Das kristalli 
sierte Pepsin kann mit dem Pepsin der Cholesterineluate identisch, abe: 
in den Kristallen von einer Peptidase begleitet sein, die die allmahlich 
entstehenden Spaltprodukte des Pepsins weiter aufspaltet, oder das 
kristallisierte Pepsin spaltet das Casein zwar langsamer, aber an meh: 
Stellen als die Cholesterinelution. In dem letzteren Fall miissen zwei 
verschiedene Enzyme vorliegen. Die Entscheidung fiir die zweite An- 
nahme wird gebracht durch die Betrachtung der Wirksamkeit von Ge- 
mischen des kristallisierten und des eiweibfreien Pepsins. 

Die Versuche der Caseinspaltung mit Gemischen von Pepsin nach 
Briicke und nach Northrop haben wir aus einem anderen Gesichtspunkt 
begonnen. Vor 2 Jahren ist es gelungen!, bei den Esterasen die beiden 
Komponenten, aus denen der Symplex besteht, und die wir mit Agon 
(aktive Gruppe) und Pheron (Trager) bezeichnen, durch Reinigungs- 
operationen so anzureichern, daB aus Leberesterase eine pheronreiche, 
aus Pankreaslipase eine agonreiche Lésung erhalten wurde. Beim Ver- 
einigen beider Lésungen entstand ein Zuwachs an Leberesterase, indem 
die iiberschiissigen freien Komponenten zu neuem Enzymsymplex zu- 
sammentraten. Zugleich wurde dadyrch bewiesen, dab die Spezifitat der 
Esterasen hauptsichlich von dem Pheron bestimmt wird, und dab 
Leberesterase und Pankreaslipase dasselbe Agon besitzen. Wir hielten 
es daher fiir méglich, daB auch bei den so verschiedenen Darstellungs- 
verfahren nach Northrop und nach Briicke eine Anreicherung der einen 
und der anderen Komponente auftritt. Eine Vereinigung der beiden 
Praparate hatte dann einen Wirksamkeitszuwachs hervorrufen miissen. 
finen Zuwachs an Caseinspaltung konnten ‘wir auch tatsachlich oft 
beobachten, aber ein genaueres Studium zeigt, daB der Zuwachs fast 
in allen Fallen auf anderen Ursachen als der Vereinigung von freiem 
Agon und Pheron beruht. 

In den ersten Stunden der Spaltung tritt namlich in den meisten 
Fallen keine Vermehrung der Pepsinspaltung ein, sondern erst nach 
24 Stunden. Dies andert sich auch nicht, wenn man die Mischung der 
Praparate 24 Stunden vor dem Spaltungsansatz vornimmt, um den 
Komponenten des Symplexes Zeit zur Vereinigung zu lassen. Tabelle I 
stellt das Ergebnis von drei Versuchen dar. Der Zuwachs ist deutlich 
bei Anwendung von gréBeren Enzymmengen (Versuch 1] und 2), eben 
angedeutet bei kleineren (Versuch 3). 


1 H. Kraut u. W. v. Pantschenko-Jurewicz, diese Zeitschr. 275, 114, 1934. 
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Tabelle I. Caseinspaltung mit Gemischen von Briieke- und 


Northrop-Pepsin. 





Azidititszuwachs in cem n/5 Natronlauge nach 
Angewandte Mengen 


1 Std 24 Sid. 72 Std. 


14ccm krist. Pepsin ..... 0,31 0,95 1,00 
14, Cholesterineluat . .. . 0,30 0.90 0.93 
07 . krist. Pepsin + 0,07 eem 
Cholesterineluat ....... 0,27 0,98 1,22 
je 0,07 com der beiden Losungen 
24 Std. vorderSpaltung vereinigt 0,23 0,80 
a) 0,1 cem krist. Pepsin (= 0,24 mg aon 5 ee 
CoE 2S i 0,50 
b) 0,1 cem Briicke-Pepsin 
(— 0,046 mg Stickstoff) . . . 0,35 
c) 0,05cem a) +0,05cem b) . . 0,40 
a) 0,016 cem krist. Pepsin nape Ate. 
(= 0,008 mg Stickstoff) . . . 1,02* 2.03 * 
OOM ean eee 1,65 * 3,33 * 
b) 0,024 cem Briicke-Pepsin 
(= 0,008 mg Stickstoff) . . . 0,71* 1,46* 
c) 0,016 cem a) + 0,024 cem b) . 1,56 * 3,42 * 


* cem n/50 Natronlauge. 


Da die Steigerung der Spaltung erst nach lingerer Wirksamkeit 
auftritt, scheint es, daB das Pepsin der einen Darstellung die Spalt- 


produkte der anderen Darstellung weiter spaltet. Um zu sehen, welche 
der beiden Lésungen diese Funktion ausiibt, geben wir zu der Casein- 
spaltung mit kristallisiertem Pepsin nach 24 Stunden Briicke-Pepsin 
und umgekehrt. 

Kristallisiertes Pepsin (= 0,008 mg _ Pepsin-Stickstoff auf 10 ccm 
3% ige Caseinlésung) lieBen wir 24 Stunden auf Casein einwirken. Spaltung 
entsprechend 0,75 cem n/20 Natronlauge. 

Dann gaben wir dazu a) dieselbe Menge kristallisiertes Pepsin und 
erhielten in 1 Stunde einen Zuwachs von 0,24cem n/20 Natronlauge; 
b) Briicke-Pepsin (= 0,008 mg Pepsin-Stickstoff) und erhielten in 1 Stunde 
einen Zuwachs von 0,48 ccm n/20 Natronlauge, also den doppelten Zuwachs! 

In einem zweiten Versuch lieBen wir Bricke-Pepsin (ebenfalls 0,008 mg 
Pepsin-Stickstoff) 24 Stunden auf Casein einwirken und fanden eine Spaltung 
entsprechend 0,68 cem n/20 Natronlauge. 

Dann setzten wir dazu a) dieselbe Menge Bricke-Pepsin und erhielten 
in 1 Stunde einen Zuwachs von 0,41 cem n/20 Natronlauge; b) kristallisiertes 
Pepsin (= 0,008 mg Pepsin-Stickstoff) und erhielten nur einen Zuwachs 
von 0,36 cem n/20 Natronlauge. 

Hieraus geht hervor, da Briicke-Pepsin eine andere Aufspaltung 
des Caseins bewirkt als Northrop-Pepsin, und zwar auch, nachdem dieses 
schon langere Zeit auf Casein eingewirkt hat, wahrend umgekehrt 
Northrop-Pepsin sehr viel weniger imstande ist, die Spaltprodukte des 
Briicke-Pepsins weiter aufzuspalten. 


19* 
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Uber die Einheitlichkeit des Briicke-Pepsins erlauben unsere Et 
gebnisse noch keinen SchluB zu ziehen. Aber sicher ist erwiesen, daB es 
eine etwas andere Spezifitat besitzt als das Northrop-Pepsin. Es ist auch 
auf einfache Weise méglich, die beiden Pepsine voneinander zu trennen. 
Die Darstellung des Northrop-Pepsins beginnt mit einer Magnesium. 
sulfatfallung. Aus ihrem Filtrat laBt sich durch Zusatz von Phosphor- 
saure und Kalkwasser das Briicke-Pepsin in der gewéhnlichen Weise 
ausfillen. 

In einer Untersuchung iiber die Proteasen der Magenschleimhaut 
wiesen R. Willstdtter und E£. Bamann' neben groBen Mengen des bei 
alkalischer Reaktion wirksamen Erepsins eine neue Proteinase, das 
Kathepsin nach, das bei schwach saurer Reaktion wirksam ist (pu 3,5 
bis 5,0). Das Erepsin wurde bei saurer Reaktion vollkommen unwirksam 
gefunden, kann also in unseren Versuchen an der Caseinspaltung nicht 
beteiligt sein. Ebenso ist kein Anzeichen dafiir vorhanden, daB etwa 
das SBriicke-Pepsin mit dem Kathepsin zusammenfallt. Auch ihre 
Spaltungsoptima liegen noch zu weit auseinander. 

Northrop” selbst isolierte atts dem rohen Pepsin von Parke und 
Davis eine Gelatinase, die aber eine sehr viel geringere Caseinspaltung 
bewirkte. Auch sie kann also nicht mit Briicke-Pepsin identisch sein. 

H. Dyckerhoff und G. Tewes* fanden bei der Adsorption von Pepsin 
an Eiweif Anhaltspunkte fiir das Yorhandensein von zwei peptischen 
Enzymen in Handelsprodukten des Pepsins mit verschiedenem pu-Op- 
timum von ungefaihr pu 2und pu4. Northrop-Pepsin und Briicke-Pepsin 
besitzen aber beide ein pu-Optimum von 2. Allerdings ist das Optimum 
bei Briicke-Pepsin flacher als bei Northrop-Pepsin (siehe Tabelle IT). 
Die von Dyckerhoff und Tewes beobachtete Verschiebung des px-Opti- 
mums bei Anwendung von gréferen Enzymmengen haben wir nicht 


untersucht. 


Tabelle Il. py-Optimum von Briicke- und von Northrop-Pepsin. 





B Cc 


Azidititszuwachs in ccm n/20 Natronlauge nach 


24 Std. 1 Std. 24Std. | 1 Std. 24 Std. 


Pu 2 115 | 0,48 1,03 0.94 | 41,77 
pa 4 092 | 047 0,90 0,92 1,66 


A = krist. Pepsin, 0,008 mg Stickstoff in 10cem; B = Brticke-Pepsin, 

salzsaure Lésung von Calciumphosphatadsorbat, 0,008 mg Stickstoff in 

10 ccm; C = krist. Pepsin, 0,008 mg Stickstoff + Brticke-Pepsin, 0,008mg 
Stickstoff. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 180, 127, 1929; siehe dort auch die friihere 
Literatur. — ? J. of gen. Physiol. 15, 29, 1931. — * Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 215, 93, 1933. 
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Mit der Auffindung der Verschiedenheit von kristallisiertem und 
eiweiBfreiem Pepsin ist ein groBes Hindernis fiir die Anerkennung der 
Northropschen Ansicht beseitigt, daB in den von ihm dargestellten 
Pepsinkristallen die proteolytische Aktivitét eine Eigenschaft des 
Proteinmolekiils selbst sei. Aber es erhebt sich jetzt erst recht die Frage, 
ob es wahrscheinlich ist, daB in demselben tierischen Organ ein typisches 
Protein als peptisches Enzym dient, und daneben fiir genau denselben 
Zweck und mit iiberaus ahnlichen enzymatischen Eigenschaften eine 
ganz anders geartete chemische Verbindung. Die einfachste und zur 
Zeit auch widerspruchsfreie Annahme scheint uns zu sein, dab der Sym- 
plex beider Enzyme dieselbe aktive Gruppe besitzt, und sie sich nur durch 
die Tragerkomponente unterscheiden, die ihre Spezifitat modifiziert. 

Vielleicht ist ein Anzeichen dafiir, dab auch der Symplex des Pepsins 
in Agon und Pheron dissoziieren kann, in einer vereinzelten Beobachtung 
zu erblicken, die wir beim Vermischen von Northrop-Pepsin mit einem 
fast unwirksamen Cholesterineluat nach Briicke machten. In diesem einen 
Falle steigerte der Zusatz des Briicke-Priparats von Anfang an die 
Wirksamkeit des kristallisierten Pepsins in erheblichem Umfang (siehe 
Tabelle III). Das Cholesterinpraparat kénnte allerdings auch eine 
Peptidase enthalten. Dann wire aber die Zunahme der Spaltung schon 
in der ersten Stunde schwer verstandlich, und auBerdem ist die Peptidase 
des Magens nach Willstdtter und Bamann bei saurer Reaktion ganz un- 
wirksam. Es ist notwendig, unsere Beobachtung an einem gréeren 
Material nachzupriifen. 


Tabelle III. Vermehrte Caseinspaltung mit einem Gemisch von 
Northrop- und Briicke-Pepsin. 





Aziditatszuwachs in ecem n/5 NaOH nach 


1 Std. 3 Std. 48 Std. 


OGcom Krist. Pepsin... ... 5. 0,45 0,64 0,85 
0,6cem Briicke- Pepsin, Cholesterin- 

MR els OI Gh a 0 0 0,09 
0,1 com krist. Pepsin + 0,5cem Briicke- 

Pe eee ae a 0,70 0,70 0,72 
0,5 cem krist. Pepsin + 0,1 cem Briicke- 

OM 8 gs. Caled k ON xe 0,60 0,74 0,88 


Veranderungen am Trager des Pepsinagons sind es auch, die nach 
R. Willstatter und M. Rohdewald den Ubergang von Desmo- in Lyo- 
pepsin bewirken!. Es ist noch nicht erwiesen, aber méglich, da} mit 
diesen Veranderungen am Trager ahnliche Unterschiede der Enzym- 
wirkung verbunden sind, wie wir sie zwischen Northrop- und Briicke- 


Pepsin gefunden haben. Vielleicht tragen sie neben dem wechselnden 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 258, 1932. 
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Vorkommen von Aktivatoren und Hemmungskérpern in den Pepsin 
lésungen zu den Schwierigkeiten der quantitativen Bestimmung des 
Pepsins bei. Wenn man der unitarischen Auffassung Northrops folgt. 
muB man annehmen, dais in den Desmoenzymen das Protein ,,Lyo- 
Enzym* an andere unlésliche Proteine verankert ist. Es ist daher von 
groBber Bedeutung, daB es, wenn auch noch nicht beim Pepsin, so doch 


beim Trypsin gelang!, durch Autolyse von Desmoenzym ein Lyotrypsin 


zu erhalten, das der GréBenordnung nach weniger Eiweif enthielt als 
das kristallisierte Trypsin? von J. H. Northrop und AM. Kunitz. 

Trotz des Nachweises der Verschiedenheit von Briicke- und von 
Northrop-Pepsin halten wir immer noch die Annahme von W. Grass- 
mann und F. Schneider? fiir zutreffend, dab die .,dualistische Auffassung 
wahrscheinlicher ist, denn sie erwies sich als umfassender. Eine Anzahl 
Befunde kénnen namlich mit der unitarischen Vorstellung nicht erklart 
werden, dagegen werden kaum Ergebnisse vorliegen, die nicht der 
Tragertheorie einzuordnen waren.” 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung von kristallisiertem Pepsin nach Northrop. 


Der Verlauf der Darstellung entsprach véllig den Angaben Northrops 
in der Tabelle I der ersten Abhandlung tiber kristallisiertes Pepsin‘. Wir 
bewahrten die ausgeschiedenen Kristalle (meist zwischen 10 und 13 g aus 
200 g Pepsin von Parke und Davis),unter gesittigter Magnesiumsulfat- 
lésung im Eisschrank auf und filtrierten vor jedem Versuch eine kleine 
Menge der Kristalle auf der Nutsche ab, wuschen mit halbgesattigter 
Magnesiumsulfatl6sung und lésten dann in Wasser. Dabei blieb immer 
eine kleine Menge ungeldst, die abfiltriert wurde. Wenn wir mit geringen 
Wassermengen listen, befanden sich in ]leem 1,6 bis 2 mg _ Stickstoff. 
Meist verwendeten wir so viel Wasser, daB nur 0,5 mg Stickstoff in 1 cem waren. 

Aus der von den ausgeschiedenen Kristallen abfiltrierten Mutterlauge 
erhielten wir in einem Falle noch eine erhebliche’ Kristallisation, sonst nur 
so geringe Mengen, daB wir sie nicht verwendeten. Einmal kristallisierten 
wir das Pepsin um, ohne eine Anderung der Wirksamkeit festzustellen. Wir 
verzichteten daher kiinftig auf diese verlustreiche Operation. 

Als Bestimmungsmethode der Wirksamkeit von kristallisiertem Pepsin 
verwendeten wir die Caseinspaltung; wir bestimmten die Zahl der frei- 
gelegten Carboxylgruppen durch Titration mit Natronlauge in 90° igem 
Alkohol nach Waillstdtter und Waldschmidt-Leitz. Fiir kleine Ansatze ver- 
wendeten wir n/50 Natronlauge, fiir gréBere n/5. Aber in beiden Fallen 
setzten wir entsprechend dem Vorgehen von Northrop zu Beginn der Titration 
eine abgemessene Menge starkerer Lauge (n/1 bzw. n/5) zu, um die Lésungen 
nicht zu sehr zu verdiinnen und um das Casein méglichst in Lésung zu 
bringen, bevor der heiBe Alkohol zugesetzt wird. In bezug auf die ver- 
wendeten Mengen und den Puffer folgten wir den Angaben von £. Wald- 


\ R. Willstdtter u. M. Rohdewald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 218, 77, 
1933. —- * Erg. Enzymforsch. 2, 104, 1933. — * Ebenda 4, 79, 1936, und 
zwar S. 94. — 4 J. of gen. Physiol. 18, 739, 1930. 
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schmidt-Leitz und G. Ktinsiner! in ihrer Untersuchung zur Kenntnis der 
Pepsinwirkung (50cem 6°,ige Caseinlésung in verdiinntem Ammoniak, 
lazu 50 ccm !/, mol. Citratpuffer vom py 1,2, in denen auch das Enzym 
enthalten war; 30°; zu jeder Bestimmung wurden 10 cem herausgenommen). 

Die Abb. 2 stellt die nach 1 Stunde bestimmten Spaltungsgrade zu- 
sammen. Es sind in dieselbe Abbildung auch die von J. H. Northrop 
durch Formoltitration ermittelten Werte aus seiner Abhandlung iiber 
Pepsineinheiten und Bestimmungsmethoden der peptischen Wirksam- 
keit” eingetragen. Sie zeigen im Verlauf der Spaltung eine befriedigende 
Ubereinstimmung. Allerdings sind diese Werte mit den unsrigen nicht 
direkt vergleichbar, denn sie sind 





Hyannis 2 pes 35 
bei 35,5° mit 2,5°%iger Casein- gy, 


l6sung aufgenommen. Es ist da- 
her nur der Verlauf der Kurven 
und die GréBenordnung der Spal- 
tung zu betrachten. 


2. Darstellung von eiweipfreiem 
Pepsin nach E. v. Briicke. 
20g Pepsin von Parke und 

Davis lésen wir in 40 com Wasser 
unter Zusatz von 20 cem n Phos- 
phorsaure. Dazu geben wir nach 
den Angaben von Briicke allmah- 
lich ungefahr 400 cem Kalkwasser 
bis zur schwachen Violettfarbung i — 
von blauem Lackmuspapier. Das | FF Ph eae 
: eosin-W 
PH betrug dann nach Messung mit Abb. 2. Caseinspaltung in 1 Stunde durch ver- 
dem Folienkolorimeter von Wulff schiedene Mengen von Northrop- und Briicke- 
5,5 bis 5,6. Der langsam, aber klar Pepsin. *Spaltungsverlauf nach Northrop. 
absitzende weiBe Niederschlag wird 
auf einem Faltenfilter gesammelt. Die Angabe von Brdicke, daB der Nieder- 
schlag aus seinen Magenschleimhautextrakten den gr6Bten Teil des Pepsins 
enthalte, trifft bei der Verarbeitung des Handelspepsins nicht zu. Viel- 
mehr enthalt das Filtrat noch die Hauptmenge des Pepsins. Wir fanden 
z. B. mit 2 cem in | Stunde einen Saurezuwachs von 0,50 cem n/5 Natron- 
lauge, waihrend mit 0,2 ccm der urspriinglichen (60 cem) Pepsinlésung ein 
Saurezuwachs entsprechend 0,70 cem n/5 Natronlauge erhalten wurde. 
Daher versetzten wir in allen Fallen das Filtrat mit 10 e¢em n Phosphor- 
siure, dann mit ungefahr 200 cem Kalkwasser. Der neue Niederschlag wurde 
durch dasselbe Faltenfilter von der Lésung getrennt und mit dem ersten 
Niederschlag zusammen in ungefihr 10 cem n/10 Salzséiure gelést. Nun 
versetzten wir mit ungefahr 150 cem Kalkwasser bis zu py 5,5 und filtrierten 
ab. Das neue Filtrat ist nicht mehr gelb wie das erste, sondern fast farb- 
los. Der Niederschlag wird nun in 20 cem n/20 Salzsiure aufgelést. 











' Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 70, 1927. — *# J. of gen. Physiol. 16, 
1932. 
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Von einer so dargestellten Lésung gaben 0,025 ccm in | Stunde keine 
meBbare Spaltung, 0,25cem eine Spaltung entsprechend 0,22 cem n/5 
Natronlauge, | ccm entsprechend 0,64 eem n/5 Natronlauge. Da 10 mg des 
angewendeten Pepsins in 1 Stunde eine Spaltung entsprechend 0,23 cem 
n/5 Natronlauge gegeben hatten, berechneten wir die Ausbeute auf etwa 4°,.. 

In 1 eem der salzsauren Lésung waren in einem Falle 0,33 mg Stickstoff 
enthalten. 

Zur Adsorption an Cholesterin gieBen wir nach der Vorschrift von 
Briicke in 20 cem der salzsauren Lésung 10 ccm einer gesattigten Lésung 
von Cholesterin in 4 Teilen Alkohol und 1 Teil Ather durch einen lang 
stieligen Trichter ein und schiitteln gut durch. Dabei entsteht ein seh: 
voluminéser Niederschlag, der sich leicht abfiltrieren laBt. Im Filtrat 
wiederholen wir die Cholesterinadsorption, vereinigen die Niederschlage, 
waschen sie mit Wasser, das mit einem Tropfen Eisessig auf 1 Liter an 
gesauert wurde, dann noch einmal mit reinem Wasser. Aus dem noch sehr 
feuchten Adsorbat wird das Pepsin eluiert, indem man es zwei- bis dreima! 
mit Ather (je 10 cem) durchschiittelt. Beim Stehen scheidet sich unter dem 
Ather eine wiisserige Lésung ab, wihrend in der Trennungszone der Fliissig- 
keiten ein unléslicher Teil des Niederschlags verbleibt. Nach dem Aus- 
schiitteln wird die wisserige Schicht (4 bis 5 cem) filtriert. Eine Vermehrung 
des Wassers beim Ausschiitteln mit Ather verbessert die Ausbeute nicht. 


1 cem eines derartigen Cholesterineluats enthielt 0,047 mg Stickstoff 
in 0,57 mg organischer Substanz. Daneben waren noch 0,32 mg Asche 
vorhanden. 0,3 ccm dieser Lésung gaben in | Stunde eine Spaltung 
des Caseins entsprechend 0,22 cem n/5 Natronlauge. Diese Wirkung war 


dieselbe wie die von 0,25cem der salzsauren Losung des Calcium- 
phosphatadsorbats (oder von 10 mg des Handelspepsins). Die Ausbeute 
betrug daher nur 20°. In einem anderen Versuch war die Ausbeute 
etwas besser, ungefahr 25° aus dem Calciumphosphatadsorbat oder 1 °, 
aus dem Ausgangsmaterial. In drei von sieben Darstellungen wurde 
iiberhaupt kein wirksames Pepsin in der Elution aus dem Cholesterin- 
niederschlag gefunden. : 
Zusammenfassung. 


Aus demselben Ausgangsmaterial, Pepsin von Parke und Davis, 
1: 10000, wurde sowohl kristallisiertes Pepsin nach Northrop als auch 
eiweiBfreies Pepsin nach Briicke dargestellt. Die beiden Pepsinarten unter 
scheiden sich durch ihre chemische Zusammensetzung (Northrop-Pepsin 
enthalt 15,5 °% Stickstoff, viel Tyrosin und Tryptophan, Briicke-Pepsin 
8,2°% Stickstoff, wenig oder gar kein Tyrosin und Tryptophan) und 
durch die Einzelheiten des Verlaufs der Caseinspaltung. Es sind zwei 
sehr ahnliche, aber in ihrer Spezifitaét doch unterscheidbare Proteinasen. 
Von den anderen bekannten Enzymen der Magenschleimhaut unter- 
scheiden sie sich gemeinsam dadurch, daB das pa-Optimum der Wirk 
samkeit fiir beide bei pa 2 liegt. Es besteht die Méglichkeit, daB in 
Northrop- und Briicke-Pepsin dasselbe Agon (aktive Gruppe) mit ver- 
schiedenem Pheron (Trager) verbunden ist, und daB dadurch die Spezi- 
fitat des Symplexes etwas modifiziert wird. 
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Eine Verbesserung der Methodik der Chloridbestimmung im Blut. 
Von 
Stabsarzt Dr. phil. Dr. med. habil. Konrad Lang. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Militararztlichen 
Akademie, Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Marz 1937.) 


Die meisten Chloridbestimmungen im Blute wurden mit dem von 
den verschiedensten Autoren zur Mikrobestimmung modifizierten 
Prinzip der Silbertitration nach Volhard durchgefiihrt. Diese Art der 
Bestimmung hat aber verschiedene Nachteile. Die Hauptschwierigkeit 
besteht darin, da der Umschlagspunkt bei den stark verdiinnten Lésungen 
schwierig zu erkennen ist. Dies trifft auch dann zu, wenn man, was 
fiir exakte Bestimmungen unerlaBlich ist, das abgeschiedene Chlorsilber 
vorher abtrennt. Dabei entsteht aber eine neue Fehlerquelle, auf die 
unlingst Seifer und Kornblum (1) wieder aufmerksam gemacht haben, 
dadurch, daB Ag-Ionen an das ausgefallene AgCl adsorbiert werden. 
Kin weiterer Nachteil der Volhard-Titration besteht darin, daB zwei ge- 
nau eingestellte Normallésungen benétigt werden. Auch die Mohrsche 
Silbertitration ist fiir Mikrozwecke wenig geeignet, da auch bei ihr der 
Umschlagspunkt zu schwierig zu erkennen ist. 


Es hat daher in den letzten Jahren nicht an Bestrebungen gefehlt, 
bessere Verfahren fiir die Mikrochloridbestimmung auszuarbeiten. 
So wurden von verschiedener Seite jodometrische Methoden mitgeteilt. 
Auch die Chloridtitration mit Silbernitrat unter Verwendung von 
Adsorptionsindikatoren wurde empfohlen. Seifer und Kornblum (1), 
sowie Fearon und Gillespie (2) beschrieben solche Methoden fiir Blut 
und Urin. Aber auch die Titration unter Verwendung von Adsorptions- 
indikatoren stellt noch keine ganz befriedigende Lésung des Problems 
dar, denn bei der sehr geringen Menge Chlorid, die zu bestimmen ist, 
muf8Z man mit geringen Indikatormengen arbeiten, damit das aus- 
gefallene Chlorsilber ausreicht, den gesamten Indikator zu binden, wo- 
durch aber wieder die Erkennung des Umschlagspunktes schwierig wird. 


Ein ganz neues Prinzip der Chloridbestimmung wurde von Filedt 
Cok (3), sowie Geyer und Rotsch (4) verwandt. Es besteht darin, daB 
man die Chloridlésung mit Mercurinitrat titriert und als Indikator 
Nitroprussidnatrium zusetzt. Mercurinitrat gibt mit Nitroprussid- 
natrium in saurer Lésung einen Niederschlag, nicht aber in Gegenwart 
von Chloriden, weil sich undissoziiertes HgCl, bildet. Deshalb tritt 


eine Triibung erst dann auf, wenn allés Chlorid verbraucht und iiber- 
schiissiges Mercurinitrat vorhanden ist. Es ist aber sehr schwierig, 
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die allererste Triibung zu erkennen, wodurch die Empfindlichkeit de: 

Verfahrens herabgesetzt wird. 

Man kann aber diese Titration mit Mercurinitrat wesentlich ver 
bessern, wenn man an Stelle von Nitroprussidnatrium als Indikato 
Diphenylearbazon (oder ein substituiertes Diphenylearbazon) nimmt 
Der erste iiberschiissige Tropfen von Mercurinitrat, der einfallt, erzeugt 
eine tiefviolette Farbung, so daB der Umschlagspunkt mit aller Scharf 
zu erkennen ist. 

Chioridbestimmung im Blut. 

Lésungen: 

. n/50 Hg(NO;).. Man lést 2,1661 g rotes Quecksilberoxyd in méglichst 
wenig konz. HNO, und fiillt mit Wasser zu 1000,0 auf. 

. 0,1°% Diphenylearbazon in Alkohol. Man enteiweiBbt 1 cem Serum nach 
Folin-Wu durch Zugabe von leem 10°%,igem Wolframat und 1 cem 
2/, n Schwefelséure und fiillt mit Wasser bis zu 10,2 cem auf. 2 cem Filtrat 
(= 0,2 cem Serum) werden mit 5 Tropfen Diphenylcarbazon versetzt und 
mit dem Quecksilbernitrat titriert, bis eine Blaufarbung entsteht. 1 cem 
dieser Lésung n/5 Mercurinitrat entspricht 0,709 mg Chlor. 

Man kann auch mit einer Lésung titrieren, die 1,853 g Quecksilberoxyd 
im Liter enthalt. Dann entspricht 1ccm genau 1,00 mg Kochsalz. 

Zur Titration soll die zu untersuchende Lésung ganz schwach saue1 
sein. Der Saéuregehalt darf jedoch n/20 nicht tibersteigen, da sonst de 
Umschlagspunkt nicht mehr scharf zu erkennen ist. 

Mit schwacheren Lésungen als n/100 zu titrieren ist nicht empfehlens- 
wert. Die beschriebene Methode ist zu Chloridbestimmungen in allen 
Substraten, die eiweiBfrei und nicht zu sauer sind, zu gebrauchen. 


Zusammenfassung. 


Es wird zur Bestimmung von Chloriden die Titration mit Mercuri- 
nitrat und Diphenylearbazon als Indikator empfohlen. 


Literatur. 
1) J. of biol. Chem. 112, 117, 1935. — 2) Biochem. J. 28, 1629, 1934. — 
3) Arch. neerl. Physiol. 16, 132, 1931. — 4) Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 
65, 66, 1933. 





Wirkungsweise des Proteins des gelben Ferments. 
Kurze Mitteilung. 
Von 
Erwin Haas. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 28. Mdrz 1937.) 


Wenn das gelbe Ferment Dihydropyridinnucleotide oxydiert, so 

ist die Geschwindigkeit der Reaktion 
v= B.C, . Cp, 

wo ¢, die Konzentration des Alloxazins, cp die Konzentration des 
hydrierten Pyridins und k eine Geschwindigkeitskonstante bedeutet. 
Ich habe v lichtelektrisch gemessen und finde, bei 0° und neutraler 
teaktion : 
1 


k=3.105 SaaS 
Minuten . Mole/Liter 


| fiir die Reaktion zwischen gelbem 


Ferment und Diphosphopyridinnu- 
cleotid, 


. 1 ; 
k>3.10° aT Mole/Lit fiir die Reaktion zwischen gelbem 
Minuten . Mole /Liter 





Ferment und 7'riphosphopyridinnu- 
cleotid, 
aber in beiden Fallen k = 0, wenn das gelbe Ferment durch seine freie, 
von dem Protein getrennte Wirkungsgruppe ersetzt wird. Das Problem, 
wie das Protein des gelben Ferments in diesen Reaktionen wirkt, habe 
ich auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg durch kinetische und spektro- 
skopische Versuche angegriffen. 

Gibt man gelbes Ferment zu einem groBen (z. B. 20fachen) Uber- 
schuB von Triphosphopyridinnucleotid — bei neutraler Reaktion, bei 
0° — und fiigt dann unter Abschlu8 von Sauerstoff so viel Hydrosulfit 
hinzu, daB ein Teil des Nucleotids hydriert wird, so tritt eine rote Farbe 
auf. Unter sonst gleichen Bedingungen tritt die rote Farbe nicht auf, 
wenn man das gelbe Ferment durch seine freie Wirkungsgruppe oder 
durch seinen freien Proteinteil ersetzt, oder wenn die Konzentration des 
Nucleotids nicht groB gegen die Konzentration des gelben Ferments ist. 

Nach dem Absorptionsspektrum riihrt die Farbe der roten Ferment- 
verbindung von dem roten Flavinradikal her, das zuerst von R. Kuhn 
und Th. Wagner-Jauregg! bei der Reduktion von Flavin in 10 %iger 
Salzsiure gesehen worden ist. Wie dieses Radikal hat die rote Ferment- 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 67, 361, 1934. 
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verbindung eine Bande im Ultraviolett um 360 my und eine Bande im 
Sichtbaren um 475 my. (die entsprechenden Banden des gelben Ferments 
sind 380 und 465 my). Fiir die Héhen der Banden der roten Ferment- 
verbindung finde ich: 


360 mu: 2,7. 10% [qem/Mole], 


475 mu: 1,7 . 107 [qem/Mole]. 

Da das rote Flavinradikal der freien, von dem Fermentprotein 
getrennten Wirkungsgruppe nur bei stark saurer Reaktion, die rote 
Fermentverbindung aber bei neutraler Reaktion bestandig ist, so ist 
in der Fermentverbindung das Michaelissche Gleichgewicht! der 
, Radikaldismutation’’ zugunsten des Radikals verschoben. Dies 
erinnert an die Wirkung des Globins im Haimoglobin, wo zwar kein 
tadikal, aber auch eine Zwischenstufe der Oxydation durch die Bindung 
des Ferro-Haimins an das Globin stabilisiert wird. 

Zu beachten ist in unserem Falle die Bedingung, daB die rote Farbe 
nur bei Gegenwart von Pyridinnucleotid auftritt. Offenbar ist die rote 
Fermentverbindung eine Flavin-Protein-Nucleotidverbindung. Alloxazin 
und Pyridin werden also von dem Protein des gelben Ferments da- 
durch zur Reaktion gebracht, daB beide Reaktionsteilnehmer, Alloxazin 
und Pyridin, von dem Protein gebunden werden. 


' Leonor Michaelis, J. of biol. Chem. 92, 211, 1931; Leonor Michaelis, 
Maxwell P. Schubert u. C. V. Smythe, ebenda 116, 587, 1936. 














